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La détection de Mycobacterium tuberculosis (M. tb) par le système immunitaire inné fait 
intervenir différents récepteurs appelés «Pattern Recognition Receptor » (PRR), parmi lesquels on 
trouve des récepteurs «Toll-like» (TLR1, 2, 4, 8 et 9), NOD2, ainsi que des lectines de type C, telles que 
le Récepteur au Mannose (RM) et DC-SIGN. L’action concertée de ces récepteurs se traduit d’une 
part, par la phagocytose des mycobactéries, et d'autre part, par l’activation de voies de signalisation 
intracellulaires, aboutissant à la translocation de facteurs de transcription nucléaires (notamment NF-
κB et AP-1) et à l’expression et la régulation de gènes codant pour des cytokines et des chimiokines. 
Cependant, M. tb est capable d’inhiber la réponse immune innée, notamment la réponse 
inflammatoire, favorisant ainsi sa survie dans les macrophages infectés. 
Dans ce contexte, mes travaux ont consisté à explorer les mécanismes moléculaires utilisés 
par le bacille pour inhiber la réponse immune innée, en me focalisant plus particulièrement sur les 
composés immunomodulateurs de nature (glyco)lipidique de l’enveloppe. La stratégie a consisté à 
cribler une banque d’environ 11 000 mutants de transposition de M. tb sur la lignée macrophagique 
humaine THP-1 exprimant un système rapporteur de l’activation de NF-κB. Cette lignée exprime la 
plupart des PRRs impliqués dans la détection de M. tb: TLR2, 4, 9, Récepteur au Mannose, DC-SIGN, 
Mincle, NOD2. A l’issue de ce criblage et des étapes de validation, un mutant, dont le gène mmpL8 
est interrompu, a été sélectionné pour une étude approfondie car : i) il induit une activation de NF-κB 
supérieure à la souche sauvage et est donc susceptible d’être affecté dans un mécanisme d’inhibition 
utilisé par M. tb, et ii) il est altéré pour la biosynthèse de glycolipides spécifiques de M. tb, les 
sulfolipides, composés suspectés d’être impliqués dans la virulence du bacille. Nous nous sommes 
attachés à déterminer par quels mécanismes moléculaires et cellulaires les sulfolipides sont capables 
d’exercer cette inhibition. Une étude des relations structures/fonctions des sulfolipides pour leurs 
propriétés inhibitrices et l’utilisation de différents modèles cellulaires, nous ont permis de montrer 
que les sulfolipides agissent comme antagonistes de TLR2, inhibant ainsi les voies de signalisation 
associées à ce récepteur. Nous avons ainsi pu mettre en évidence un nouveau mécanisme d’inhibition 








Mycobacterium tuberculosis (M. tb) detection by innate immune system involves different 
receptors called, Pattern Recognition Receptors (PRRs), which include: Toll-like receptors (TLR1, 2, 4, 
8 and 9), NOD2, and C-type lectins such as the mannose receptor (MR) or DC-SIGN. The concerted 
action of these receptors results in the phagocytosis of mycobacteria and activation of intracellular 
signaling pathways, leading to nuclear translocation of transcription factors (such as NF-κB and AP -1) 
inducing genes expression and regulation of cytokines and chemokines. However, M. tb is also able 
to inhibit the innate immune response, most particularly the inflammatory response, thus promoting 
its survival in infected macrophages.  
In this context, my work was aimed at deciphering the mechanisms used by M. tb to inhibit 
the innate immune response, by focusing on immunomodulatory (glyco)lipids of the bacilli envelope. 
The strategy consisted in screening a library of about 11,000 transposition mutants of M. tb on a 
human THP-1 macrophage cell line expressing a reporter system for NF-κB activation. This cell line 
expresses most of the PRRs involved in the detection of M. tb: TLR2, 4, 9, mannose receptor, DC-
SIGN, Mincle, NOD2. After the screening and validation steps, a mutant disrupted in the mmpL8 gene 
was selected for further study because: i) it induced an increased NF-κB activation as compared to 
the wild-type strain and was thus likely to be affected in an inhibition mechanism used by M. tb, and 
ii) it was altered for the biosynthesis of M. tb specific glycolipids, namely sulfolipids, which suspected 
to be involved in the bacilli virulence. We investigated by which molecular and cellular mechanisms 
sulfolipids were able to inhibit the innate immune response. By performing the structures/activities 
relationships study of sulfolipids inhibitory properties and using different cell models, we were able 
to show that sulfolipids act as TLR2 antagonists, thereby inhibiting the signaling pathways associated 
to this receptor. In conclusion, we highlighted a new inhibitory mechanism of innate immune 
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I. La tuberculose 
A. Historique 
La tuberculose est une maladie ancienne causée par une bactérie Mycobacterium 
tuberculosis. Le genre Mycobacterium aurait environ 150 millions d’années [1] et l’ancêtre de 
Mycobacterium tuberculosis, infectant les premiers hominidés, serait apparu en Afrique de l’Est il y a 
environ 3 millions d’années [2]. Les formes modernes du complexe phylogénétique M. tuberculosis 
auraient un ancêtre commun vieux d’environ trente-cinq mille ans [3]. L’homme et Mycobacterium 
tuberculosis partagent la même aire d’origine, l’Afrique de l’Est. M. tuberculosis aurait suivi l’homme, 
son réservoir naturel, dans toutes ses migrations et aurait ainsi colonisé l’ensemble des continents 
habités [4]. Ainsi, dès l’Antiquité, on retrouve des traces écrites de description de la maladie, 
nommée à l’époque « phtisie ». Ces traces se font plus rares lors du Moyen-Age en Europe, bien que 
de nombreux monarques aient été atteints par la maladie. Durant la Renaissance, la maladie est de 
plus en plus étudiée et les premières études de référencement des cas font leur apparition [4]. 
L’origine de la maladie est alors encore inconnue.  
Ce n’est qu’en 1865 que Jean-Antoine Villemin démontre la nature contagieuse de la maladie, 
en infectant des lapins avec les fluides issus de lésions tuberculeuses humaines et bovines. Cependant 
cette découverte a été totalement ignorée par ses contemporains.  Et c’est seulement en 1882 que 
Robert Koch va parvenir à isoler la bactérie de ses patients et à la cultiver, l’appelant  bacille de Koch. 
Les études sur le bacille peuvent alors commencer. Ainsi, Lehmann et Neumann proposent le genre 
Mycobacterium en observant l’aspect mycélien des colonies. Pendant une trentaine d’années, de 
nombreux traitements auront été testés sans montrer une réelle efficacité. Seule l’amélioration des 
conditions de vie, la prévention de la contamination familiale et le développement des sanatoriums 
permettront un recul de la maladie.  
De 1908 à 1921, Albert Calmette et Camille Guérin cultivent des bacilles de Mycobacterium 
bovis (M. bovis) sur de la fécule de pomme de terre imprégnée de bile de bœuf. Ils observent une 
baisse de la pathogénie au fur et à mesure de cultures sur différents modèles animaux. Au bout de 
231 repiquages, ils obtiennent une souche non pathogène. Des essais de vaccination sur animaux puis 
sur l’homme sont entrepris avec succès. A partir de 1924, des campagnes de vaccination par le bacille 





Figure 1 : Les cas de tuberculoses multi-résistantes à travers le monde 
Pourcentage de tuberculoses multi-résistantes parmi les nouveaux cas de tuberculose détectés. 





Après la Seconde Guerre Mondiale, la découverte d’antibiotiques efficaces : streptomycine 
(1947), isionazide (INH, 1952), pyrazinamide (PZA, 1952), rifampicine (RIF, 1969) et éthambutol (EMB, 
1969) a permis de réduire considérablement la morbidité tuberculeuse. Ainsi de nos jours en France, 
une majorité de la population pense que la tuberculose est une maladie disparue.  
B. Etat des lieux 
La tuberculose est une pandémie mondiale. En 1999, l’OMS a estimé qu’environ un tiers de la 
population mondiale était infecté par le bacille, sous forme d’une tuberculose latente [5] et que 5 à 
10% des personnes atteintes d’une forme latente développeront une forme active au cours de leur 
vie. Le rapport de l’OMS pour l’année 2011 estime le nombre de nouveaux cas de tuberculose active 
à 8,7 millions de personnes [6] (en baisse par rapport au dernier rapport de 2006), pour environ 1,4 
millions de décès. 
La coïnfection avec le virus du SIDA est l’un des premiers facteurs de risque de 
développement de tuberculose active. Ainsi, dans les pays d’Afrique Subsaharienne où la prévalence 
du VIH dans la population est très élevée, on observe un nombre plus important de cas de 
tuberculose active [7]. 
Les traitements antibiotiques peu adaptés à la persistance de la bactérie dans l’hôte sont 
impliqués dans l’apparition, toujours plus importante, de souches multi-résistantes (MDR) voire 
ultrarésistantes (XDR) aux antibiotiques ([8], OMS). Les souches MDR et XDR sont définies par leur 
capacité à résister à l’isoniazide et à la rifampicine (pour les MDR) ainsi qu’au fluoroquinolone et à un 
des aminosides de réserve (pour les XDR). Des souches XDR ont été découvertes partout où des 
études ont été menées (OMS) (Figure 1). Plus récemment des souches ont été identifiées comme 
résistantes à tous les antibiotiques connus, en Iran, en Italie et en Inde [9]. On parle alors de souches 
totalement résistantes aux antibiotiques (TDR). 
C. La lutte contre la tuberculose 
1. Le diagnostic de la tuberculose active 
La méthode de référence de détection d’une tuberculose active reste donc encore l’étude 
microbiologique des crachats. La coloration de Ziehl-Neelsen est une méthode d’identification rapide 
par microscopie. Elle permet d’identifier à partir des crachats de patients de bactéries acido-
alcoolorésistantes, un des caractéristiques de M. tuberculosis. Cependant, elle manque de sensibilité 
et ne permet pas de discriminer les mycobactéries pathogènes des non pathogènes [10]. La détection 
des bacilles par mise en cultures, qui requièrent 2 mois, permet d’obtenir des résultats avec certitude 
[11, 12]. Cette technique est également utilisée afin de suivre l’efficacité du traitement antibiotique 
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[13]. Cependant, le délai d’obtention des résultats est une limite importante, entrainant un retard 
dans la mise en route du traitement. Une autre limite est le suivi de la charge bactérienne durant le 
traitement. En effet il apparait au cours de ce dernier, des bacilles dormants non-cultivables. Ils 
pourront, cependant plusieurs années plus tard, se « réanimer » et causer une nouvelle tuberculose 
active. De nouvelles méthodes utilisant des facteurs de réanimation du bacille sont en cours de 
développement [14]. 
En comparaison de la culture bactérienne, les méthodes d’amplification génique présentent 
l’avantage de fournir un résultat spécifique beaucoup plus rapidement. Mais elles ne permettent pas 
de déterminer l’efficacité des antibiotiques, il est toutefois possible d’identifier par PCR les 
résistances aux antibiotiques les plus courantes. Une autre approche est le dosage dans les urines de 
lipoarabinomannane, un constituant majeur des mycobactéries (cf. p27). Cette méthode est très 
efficace pour détecter les infections aiguës, souvent chez les patients immunodéprimés (HIV positifs). 
Elle manque cependant de sensibilité lors de l’infection de patients immunocompétents. Elle doit de 
plus être validée lorsqu’elle est utilisée lors de traitements à base d’éthambutol, ce dernier bloquant 
la biosynthèse du lipoarabinomannane [15]. Enfin, l’imagerie médicale par rayons X ou par 
tomographie par émission de positons (TEP) [16] permet un suivi des lésions pulmonaires, et donc de 
l’efficacité de l’antibiothérapie. Le coût important de la TEP est un frein à son essor dans les pays en 
voie de développement. 
2. Traitements 
a) Antibiotiques  
Le traitement recommandé par l’OMS pour les patients immunocompétents, diagnostiqués 
pour la première fois, se décompose en deux phases [17]. La première phase, de 2 mois, est une 
quadrithérapie : INH, RIF, PZA et EMB, permettant de tuer rapidement les bacilles et de stopper la 
contagiosité. La seconde phase « d’entretien » est une bithérapie (INH et RIF) de 4 mois et permet 
d’éliminer les derniers bacilles et éviter l'émergence de souches résistantes. Cependant, la longueur 
du traitement, les effets secondaires et les problèmes d’approvisionnement, notamment dans les 
pays en voie de développement, conduisent certains patients à arrêter leur traitement avant terme, 
favorisant ainsi l’apparition de souches MDR, XDR ou TDR. La recherche de nouveaux antibiotiques et 
de nouvelles cibles thérapeutiques est donc un enjeu majeur pour lutter contre ces nouvelles 
souches. De nombreux antibiotiques, utilisés pour d’autres pathologies, ont ainsi été testés dans le 
cadre de la tuberculose, avec des résultats mitigés. Ce n’est que très récemment, et après plus de 
quarante ans de recherche, qu’un nouvel antibiotique, la Bedaquiline, a été mis sur le marché. Ce 
composé a été mis sur le marché par une procédure accélérée pour lutter contre les tuberculoses 




Le bacille de Calmette et Guérin (BCG) est le seul vaccin utilisé de nos jours contre la 
tuberculose. Dès 1921, les premiers tests de vaccination sont un succès et à partir de 1924 
l’utilisation de ce vaccin se répand à travers le monde. De nos jours, la vaccination par le BCG fait 
partie des programmes d’immunisation de l’OMS et est administré à plus de 100 millions d’enfants 
par an [20]. Son efficacité est pourtant sujette à controverse. Si les études s’accordent sur la 
protection apportée contre les formes de tuberculoses extra-pulmonaires [20, 21], la protection que 
le vaccin confère contre la tuberculose pulmonaire chez l’adulte est variable selon la population 
vaccinée [20, 22]. Les raisons invoquées pour cette hétérogénéité sont multiples : génétique, régime 
alimentaire, exposition aux mycobactéries environnementales perturbant la vaccination [23], ou 
différences génotypiques et phénotypiques des variants BCG répandus à travers le monde [24]. Pour 
répondre à ce défaut de protection, de nouvelles stratégies vaccinales sont à l’étude pour mettre au 
point un vaccin plus efficace. 
Le développement de nouvelles stratégies vaccinales est basé sur deux approches : la mise au 
point de nouvelles souches vaccinales vivantes ou de vaccins sous-unitaires associés à des adjuvants 
[25]. Le développement de nouvelles souches vaccinales se fait selon plusieurs approches : 
génération de souches atténuées (mutants de délétion de M. tuberculosis [26]) ou réintroduction 
dans des souches non-pathogènes, telles M. bovis BCG, d’antigènes immunogènes ou de facteurs de 
virulence (vaccin AREAS-422 par exemple) [27]. Des essais sont également effectués avec des souches 
de mycobactéries inactivées (M. tuberculosis ou M vaccae) [28]. L’efficacité des vaccins sous-unitaires 
repose sur l’association d’antigènes fortement immunogéniques et d’adjuvants améliorant l’efficacité 
du vaccin 
Actuellement une dizaine de vaccins sont en phase d’étude clinique [27, 29]. Un candidat 
basé sur des souches vivantes de BCG recombinant, VPM1002 [30], est actuellement en phase IIa. 
Enfin, en 2013 un vaccin sous unitaire, MVA85A, a progressé jusqu’à la phase IIb, mais n’a pas 
démontré l’apport d’une protection supplémentaire chez l’homme [31].  
II. Les mycobactéries  
A. Différentes espèces 
Proposé en 1896 par Lehmann et Neumann, le genre Mycobacterium appartient au règne 
bactérien, classe des Actinomycètes, ordre des Actinomycétales, sous-ordre des Corynebacterineae, 
famille des Mycobacteriaceae. Le genre comprend plus d’une centaine d’espèces [32] et se divise en 




Figure 2 : Structure de l’enveloppe mycobactérienne 
 L’enveloppe des mycobactéries est constituée de trois parties : la membrane plasmique, la paroi et la 
capsule. La teneur en lipides de l’enveloppe mycobactérienne (environ 60% de la masse sèche de la bactérie) 
explique son exceptionnelle imperméabilité et participe ainsi à la résistance aux antibiotiques et à la 
virulence de la bactérie. 

















heures comme Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium chelonae ou Mycobacterium fortuitum, et 
les mycobactéries à croissance lente avec temps de génération supérieur à 20h, classe dans laquelle 
on retrouve majoritairement les mycobactéries pathogènes comme Mycobactérium leprae (agent de 
la lèpre), Mycobacterium ulcerans (agent de l’ulcère de Buruli) ou le complexe tuberculosis 
comprenant, M. tuberculosis, Mycobacterium africanum et M. bovis. 
B. L’enveloppe des mycobactéries 
Les mycobactéries sont des bactéries Gram-positives se distinguant par une architecture 
unique de leur enveloppe. Cette dernière, très riche en lipides (environ 60% de la masse sèche), 
présente une très faible perméabilité, ce qui en fait une barrière très efficace face aux antibiotiques 
et aux mécanismes microbicides de l’hôte. Cette enveloppe très épaisse (environ 80nm) se compose 
de trois parties : la membrane plasmique, la paroi et enfin une capsule (environ 35nm) [33-35] (Figure 
2).  
1. La membrane plasmique 
La membrane plasmique est la couche la plus interne de l’enveloppe, c’est une bicouche 
lipidique principalement constituée de phospholipides dont les plus abondants sont : le 
phosphatidylglycerol, le diphosphatidylglycerol, la phosphatidyléthanolamine et le 
phosphatidylinositol (PI) [36]. Les phosphatidyl-myo-inositol mannosides (PIM) (cf. paragraphe « Les 
lipoglycannes » p26) sont des dérivés mannosylés du PI spécifiques des actinomycètes [36]. Une 
étude récente a montré que le feuillet interne est pratiquement uniquement constitué de 
phosphatidyl-myo-inositol di-mannosides (PIM2) mono et di-acylés (Ac1/Ac2PIM2, cf. p26) [37]. Cette 
même étude montre que le feuillet externe est constitué de glycérophospholipides conventionnels 
comme mentionnée ci-dessus, mais également de tréhalose mono-mycolate et Ac2PIM6. 
2. La paroi 
Le complexe covalent du peptidoglycane (PGN) et de l’arabinogalactane (AG) forme le 
squelette de la paroi. Le peptidoglycane situé dans la partie la plus interne est organisé en chaines 
linéaires de N-Acétyl-D-glucosamine et d’acide N-glycolyl-muramique. L’arabinogalactane est greffé 
sur le peptidoglycane via une unité phosphoryl-N-acétylglucosaminosyl-rhamnosyle [38]. Ce 
polysaccharide majeur de l’enveloppe mycobactérienne est constitué d’environ 125 résidus 
glycosyles (Figure 2) répartis entre un domaine galactane, de 30 résidus de galactofuranose et un 
domaine arabinane constitué de trois chaines d’environ 31 résidus d’arabinofuranose [39]. Ces 
chaines portent à leur extrémité des acides gras spécifiques du genre Mycobacterium, les acides 
mycoliques, formant alors le complexe covalent peptidoglycane-arabinogalactane mycoylé (mAGP). 
Les acides mycoliques sont des acides gras longs, α ramifiés et β hydroxylés, de 70 à 90 atomes de  
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Figure 3 : Le cycle infectieux de M. tuberculosis 
Suite à l'infection par des microgouttelettes contenant M. tuberculosis, les cellules résidant dans les poumons 
macrophages alvéolaires (1a), neutrophiles (1b) et cellules dendritiques (CD) (1c) prennent en charge les 
bacilles, conduisant à la production et la sécrétion de peptides antimicrobiens, de cytokines et de chimiokines.  
Dans le macrophage alvéolaire, le bacille survit en inhibant la maturation du phagosome et se multiplie. Cela 
conduit à la lyse du macrophage par apoptose. Il a également été observé que M. tb est capable d’inhiber 
l’apoptose et promeut la lyse du macrophage par nécrose, lui permettant ainsi d’infecter de nouveaux 
macrophages. Les bacilles contenus dans les corps apoptotiques peuvent être détruits par efférocytose via 
d’autres macrophages non infectés ou pris en charge par des CD (1c).  
Une fois qu’une CD détecte et phagocyte un bacille, elle migre vers les ganglions lymphatiques pulmonaires 
(environ 8-12 jours après l’infection). Une fois dans les ganglions lymphatiques les CD permettent la 
différenciation des cellules T naïves vers un phénotype de type Th1 (3) via la présentation d’antigène. Les 
lymphocytes migrent vers les poumons (4) et produisent de l'IFN-γ, conduisant à l'activation des macrophages, 
la production de cytokines, l'induction de facteurs microbicides (5), et le contrôle bactérien. L’afflux massif de 
cellules  au niveau du site d’infection provoque la formation d’un granulome. Cette structure permet 
l’isolement des bacilles mais pas leur dégradation totale. Les bacilles sont alors comme en sommeil et peuvent 
rester ainsi plusieurs années. On parle alors de tuberculose latente.  
Chez des patients immunodéprimés, le bacille n’est pas parfaitement isolé. Il peut alors se disséminer dans le 
poumon et créer de nouveaux foyers d’infection. On parle alors de tuberculose active. 




carbone. Ils forment le feuillet interne d’une membrane externe appelé mycomembrane. 
L’observation et la caractérisation de cette mycomembrane par cryo-microscopique électronique 
(CEMOVIS) [33, 34] a montré qu’elle a une apparence similaire à la membrane externe des bactéries 
Gram-négatives. Sa structure est pourtant très différente. Les acides mycoliques forment une 
monocouche lipidique dans laquelle les chaines méromycoliques sont probablement repliées sur 
elles-mêmes en forme de W [33, 40]. Le feuillet externe de la mycomembrane est formé par des 
lipides dont les chaines grasses sont intercalées entre les chaines d’acides mycoliques. On retrouve 
parmi les lipides constituant le feuillet externe de nombreux composés immuno-modulateurs, 
comme le tréhalose di-mycolate (TDM) [36, 37], les sulfolipides (cf. p65), les phtiocerol 
dimycocérosates (DIM) ou les lipoglycannes, tels que les PIM, lipomannanes (LM) et 
lipoarabinomannanes (LAM) [37, 41]. 
3. La capsule 
La capsule est située à l’interface avec le milieu extérieur [35]. Elle est principalement 
constituée de protéines (1 à 6%) et de polysaccharides (94 à 99%) [42], exposant ainsi une enveloppe 
hydrophile à la surface du bacille. Trois types des polysaccharides sont retrouvés dans la capsule, l’α-
D-glucane (90% des polysaccharides de la capsule), le D-arabino-D-mannane (AM) et le D-mannane. 
C. Le cycle infectieux 
Le bacille de la tuberculose se transmet par voie aérienne. La contamination d’un individu est 
causée par l’inhalation de microgouttelettes véhiculant le bacille et émises lorsqu’une personne, 
présentant une tuberculose active, tousse [43]. La quantité de bacilles nécessaires pour provoquer 
une contamination semble très faible (1 à 10 bacilles) [44].  
Une fois inhalés, les bacilles vont se loger dans les alvéoles pulmonaires où ils sont détectés 
et phagocytés par les acteurs de l’immunité innée, macrophages alvéolaires [45], neutrophiles [46], 
cellules dendritiques [47]. La détection du bacille met en jeu des récepteurs de l’immunité innée, ou 
« Pattern Recognition Receptors » (PRR) qui reconnaissent des motifs moléculaires conservés chez les 
microorganismes, les « Microbe-Associated Molecular Patterns » (MAMP).  
La détection du bacille par les PRR des macrophages alvéolaires conduit à : 1) La phagocytose 
du bacille par le macrophage, son isolement dans un phagosome et sa destruction par digestion 
lysosomale [43]. Cependant, une partie des bacilles est capable d’inhiber l’acidification et la 
maturation du phagosome [48], leur permettant ainsi de survivre et de se multiplier dans le 
macrophage. Cette multiplication provoque la mort du macrophage : soit par apoptose, permettant la 
destruction des bacilles [43], soit par nécrose [49] (lorsque le bacille inhibe la voie apoptotique), 






inflammatoires », signalant le lieu de l’infection et permettant le recrutement sur le site d’autres 
cellules de l’immunité innée, neutrophiles, cellules « natural killer » et cellules dendritiques (CD). Les 
CD sont des cellules présentatrices d’antigènes. Lors de l’infection, elles prennent en charge des 
débris de macrophages ou des bactéries libérées. L’interaction entre les PRR et les MAMP 
mycobactériens conduit à leur maturation et migration vers les organes lymphoïdes secondaires [50]. 
Les CD vont alors présenter aux lymphocytes T (LT) naïfs, les antigènes capturés dans les alvéoles 
pulmonaires et induire la différentiation et l’activation des LT par sécrétion d’IL-12 et IL-1β. 
L’activation des LT initie la mise en place et le recrutement de cellules de la réponse adaptative. 
Cependant, la migration des CD et l’activation des LT sont considérablement retardées dans le cas de 
l’infection par M. tuberculosis [51]. Ce retard donne du temps aux bacilles pour s’installer et se 
multiplier dans les macrophages alvéolaires. Une fois activés, les LT vont se multiplier puis rejoindre 
les poumons par la circulation sanguine. Ils pourront alors activer les capacités microbicides des 
macrophages, en sécrétant de l’IFNγ. Ils pourront également, via leur fonctions cytotoxiques détruire 
les cellules infectées et les bacilles intracellulaires [52]. 
L’afflux massif de cellules de l’immunité sur le site de l’infection conduit à la formation d’une 
structure caractéristique de la tuberculose humaine, le granulome. Cette structure se présente sous 
la forme d’un noyau de macrophages infectés entouré de cellules phagocytaires saines et d’un 
anneau lymphocytaire [53]. 
L’infection est alors contenue dans le granulome dans 90% des cas. Les bacilles confinés au 
sein de cette structure ne sont pas totalement éliminés et entrent en phase de dormance, pouvant 
ainsi survivre plusieurs dizaines d’années. Cette infection asymptomatique et non-contagieuse est 
appelée, tuberculose latente. La multiplication des bacilles se réactive dans moins de 10% des cas. Ils 
arrivent alors à s’échapper du granulome, se disséminer dans le poumon et créer de nouveaux foyers 
d’infection. On parle alors de tuberculose active, infection symptomatique et contagieuse. La 
malnutrition et l’immunodéficience sont les principales causes de la réactivation [54]. 
III. La reconnaissance des mycobactéries par les récepteurs de 
l’immunité innée 
Le système immunitaire inné, contrairement au système immunitaire adaptatif sait 
reconnaitre les agents infectieux sans les avoir jamais rencontrés au préalable. Il fait appel à des 
récepteurs, les PRR, capables de détecter des motifs moléculaires conservés chez les 




Tableau 1 : Les TLR : localisation, signalisation et ligands. 
(Kumar et al, 2009) 
 
Figure 4 : Structure des TLR (A) et mode de reconnaissance des ligands (B) 
Les TLR sont composés de trois régions : une extracellulaire en forme de fer à cheval constitué de motifs riches en 
leucine (LRR), une région transmembranaire, une région intracellulaire constituée d’un domaine TIR. Ce domaine 
se compose de box permettant le recrutement de molécules accessoires. 
(Adapté de Vercammen et Beyaert, 2008) 
B) Dimérisation des TLR et prise en charge de leurs ligands 
La reconnaissance du ligand par les TLR conduit à la dimérisation du récepteur permettant le recrutement par le 
domaine intracellulaire de molécules accessoires et l’activation de la cascade de signalisation. Généralement la 
dimérisation des TLR est une homodimérisation sauf dans le cas de TLR2 qui forme un hétérodimère avec TLR1 et 
TLR6 (cf. p23). 
La dimérisation peut nécessiter l’intervention de co-récepteur comme MD2 lors de la dimérisation de TLR4 (cf. 
p21) 





On dénombre 4 familles de PRR, récepteurs Toll-Like (TLR), les récepteurs de type NOD (Nucleotide 
Oligomerization Domain receptors), les lectines de type C (CLR) et les récepteurs RIG-I-like (RLR). 
Seules les trois premières familles sont apparues pour être impliquées dans la détection de M. tb 
ainsi que le récepteur du complément CR3. Parmi ces récepteurs, certains sont impliqués dans 
l’initiation de la réponse inflammatoire, via la production de cytokines, ou entrainent la phagocytose 
du bacille. Ainsi les composés présents à la surface du bacille permettent aux systèmes de l’hôte de 
détecter et d’initier une réponse immunitaire contre l’agent infectieux mais d’un autre côté certains 
de ces composés vont interagir avec ces mécanismes et permettre la survie du bacille. 
A. Les récepteurs Toll-Like 
Les récepteurs Toll-like (TLR) sont d’une famille de récepteurs membranaires, spécialisés dans 
la détection des MAMP et conduisant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires indispensables à 
la mise en place de la réponse immunitaire innée et adaptative.  
Jusqu’à présent, 10 TLR ont été identifiés chez l’homme. Ils sont exprimés principalement par 
les cellules immunitaires, comme les cellules dendritiques ou les macrophages. Cependant la majorité 
des cellules de l’organisme expriment certains de ces récepteurs. De plus leur expression peut être 
modulée par différents stimuli, comme des pathogènes, des cytokines ou des stress cellulaires.  
1. Structure et fonction des TLR 
a) Structure et ligands des TLR 
Les TLR sont des protéines transmembranaires de type 1 exprimées à la surface des cellules 
(TLR1, 2, 4, 5, 6) ou au niveau des compartiments endosomaux (TLR3, 4, 7, 8, 9) [55, 56]. Ils sont 
formés de trois domaines : extracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique (Figure 4A). Le 
domaine extracellulaire est constitué de plus de 20 modules riches en leucine (Leucine-rich repeat, 
LRR). Ces modules sont formés de 20 à 30 acides aminés présentant des séquences conservées 
«LxxLxLxxLN » et des régions variables [57]. Ces régions conservées s’organisent en feuillet-β et 
donnent au domaine extracellulaire une forme de fer à cheval [58] (Figure 4A). Ce domaine 
extracellulaire porte le site reconnaissance des ligands (Figure 4B). Le domaine cytoplasmique ou 
domaine TIR (Toll/IL-1R), que l’on retrouve également sur les adaptateurs des voies de signalisation 
des TLR, est constitué de 135 à 160 acides aminés [59]. Ce domaine possède 3 régions 
appelées « box » 1, 2 et 3. Ces « box » sont impliquées dans la spécificité des interactions TIR-TIR qui 
permettent la dimérisation des TLR mais également dans la formation des complexes de signalisation 
avec leurs adaptateurs associés [59, 60]. 
Les TLR reconnaissent un large gamme de MAMP qui peuvent avoir pour origine des virus, 




Figure 5 : Cascades de signalisation associées aux TLR 
L’activation des TLR conduit à l’activation de TRAF6 puis à la translocation des facteurs de transcription NF-κB 
et AP-1. Mis à part TLR3, tous les TLR activent une cascade de signalisation dépendante de MyD88. TLR2 et 
TLR4 nécessitent cependant la molécule adaptatrice TIRAP. 
Lors de la détection d’un ligand, TLR4 peut être relocalisé au niveau de l’endosome et, grâce à la molécule 
accessoire TRAM, induire une signalisation dépendante de TRIF. La signalisation de TLR3 dépend directement 
de TRIF.  
Les récepteurs intracellulaires conduisent également à l’activation de voies spécifiques. La signalisation par 
TLR3 ou TLR4 conduit également à l’activation de IRF3 et celle par TLR7, TLR8 et TLR9 à l’activation d’IRF7. 




des TLR est en relation avec leur localisation dans les cellules (Tableau 1). Ainsi les récepteurs de 
surface détectent des composés exposés à la surface des microorganismes, comme : les lipoprotéines 
le LPS ou la flagelline des flagelles bactériennes, détectés par TLR2(1/6), TLR4 et TLR5 
respectivement. Les récepteurs localisés dans les membranes endosomales détectent des composés 
contenus à l’intérieur des microorganismes, notamment leur matériel génétique. Ils permettent de 
détecter les agents infectieux une fois que ces derniers sont entrés à l’intérieur de la cellule ou de 
détecter les ARN injectés par des virus. Ainsi TLR9 détecte l’ADN non-méthylé issu des bactéries, TLR7 
et TLR8 l’ARN des bactéries digérées et des virus, et TLR3 l’ARN double-brin de certains virus. 
b) Voie de signalisation et régulation des TLR 
La liaison entre le TLR et son ligand conduit à la dimérisation du TLR, généralement en 
formant un homodimère, sauf TLR2 qui forme des hétérodimères avec TLR1 ou TLR6. La dimérisation 
conduit à un changement conformationnel permettant le recrutement de molécules adaptatrices 
[62]. Ces dernières sont actuellement au nombre de 5 [63] : « Myeloid differentiation factor 88 » 
(MyD88) [64], « TIR domain-containing adaptator-inducing IFN-β » (TRIF) [65], « TIR domain-
containing adaptator protein » (TIRAP) [66], « TRIF-related adaptator molecule » (TRAM) [67], et 
« sterile α- and HEAT/armadillo-motif-containing protein » (SARM), dont le mode de fonctionnement 
est encore aujourd’hui mal défini [67-69]. Elles présentent toutes un domaine TIR. L’interaction entre 
les domaines TIR du TLR et de la molécule adaptatrice va permettre l’activation de cascades de 
signalisation [70, 71]. Celles-ci se divisent en deux grandes voies, la voie dépendante de MyD88 et la 
voie dépendante de TRIF (Figure 5).  
Les récepteurs TLR5, 7, 8 et 9 s’associent directement à Myd88 alors que les récepteurs TLR2 
(1/6) et TLR4 ont besoin de s’associer avec l’adaptateur TIRAP. L’activation de MyD88 conduit au 
recrutement et à l’activation de la kinase 4 associée au récepteur à l’IL-1 (IL-1 receptor associated 
kinase, IRAK4). IRAK-4 va, à son tour, activer IRAK1 et IRAK2 [72, 73]. Une fois activées les protéines 
IRAK se détachent de MyD88 et interagissent avec TRAF6 (tumor-necrosis factor receptor-associated 
factor 6) [72] une enzyme d’ubiquitination E3. TRAF6 et les enzymes d’ubiquitination E2, Ubc13 et 
Uev1A, catalysent l’ubiquitination de TRAF6 et de IRAK1, activant ainsi le complexe TAK1 (TGF-β 
activated kinase1), TAB2 (TAK1-binding protein 2) et TAB3 [70, 71]. TAK1 va alors permettre 
l’activation des voies de signalisation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 [74]. D’un côté, 
TAK1 phosphoryle les MKK (MAP kinase kinase), induisant une cascade de phosphorylation. Suite à 
leur phosphorilation les kinases ERK1/2, JNK et p38 vont à leur tour phosphoryler les sous-unités Jun 






Figure 6 : Régulation négative de la signalisation des TLR 
Afin d’éviter une inflammation trop importante, la signalisation par les TLR est très contrôlée. 
Elle est régulée par de nombreuses molécules tout au long de la voie de signalisation. 




cibles [75]. Parallèlement, TAK1 active le complexe IKK composé des protéines NEMO, IKKα et IKKβ. 
Ce complexe phosphoryle l’inhibiteur IκBα, conduisant à son ubiquitination et à sa dégradation par le 
protéasome. Les sous-unités p50 et p65 du dimère NF-κB, une fois libérées de IκBα, sont transloquées 
dans le noyau et induisent la transcription de gènes [76]. Les facteurs AP-1 et NF-κB induisent la 
production de cytokines inflammatoires telles que les IL-6, IL-8, IL-12 ou le TNF-α. 
Le récepteur TLR3 utilise la protéine adaptatrice TRIF. Le récepteur TLR4, après la fixation 
d’un ligand, peut être internalisé avec l’aide du co-récepteur CD14 et relocalisé au niveau de 
l’endosome [77]. Une fois internalisé la signalisation par TLR4 n’est plus dépendante de MyD88 mais 
de TRIF via l’intermédiaire TRAM [78]. La signalisation par TRIF active TRAF6, ou RIP-1 [79], puis TAK1 
et conduit à la translocation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 [80]. TRIF interagit également 
avec TRAF3 qui induit la cascade d’activation de IKKε, TBK1 et du facteur de transcription IRF3, 
conduisant à la production d’interféron de type I [80]. 
La signalisation par les TLR est régulée à différentes étapes de la cascade afin éviter les effets 
délétères d’une réponse immunitaire non-contrôlée (Figure 6). Certains régulateurs moléculaires 
interviennent directement au niveau du TLR, comme les protéines ST-2, SIGGR/TIR8 ou RP105 [81]. 
D’autres inhibent des enzymes indispensables à la cascade de signalisation, comme SOCS-1 [82] et 
SHP-1 [83] qui inhibent les kinases IRAK. 
2. Les TLR et les mycobactéries  
Les TLR jouent un rôle dans la réponse cellulaire aux bactéries [84, 85] en participant à 
l’activation des macrophages et à la production de cytokines pro-inflammatoires, mais pas à la 
phagocytose. La production de cytokines, en réponse aux mycobactéries et à certains composés de 
l’enveloppe mycobactérienne est dépendante des récepteurs TLR2 [86], TLR4 [87, 88] et TLR9 [89]. 
Une étude a également montré l’implication des récepteurs TLR2 et TLR1 dans la mise en place d’une 
réponse autophagique suite à une stimulation avec une lipoprotéine mycobactérienne [90, 91]. TLR9 
est impliqué dans la détection des mycobactéries en reconnaissant les résidus CpG (ADN méthylé) du 
génome du bacille lorsque ce dernier se trouve dans un phagosome. Cependant il semble que TLR9, 
ne participe pas à l’établissement de la réponse adaptative [92]. 
L’utilisation dans différentes études de souris KO pour différents TLR a montré un rôle de 
TLR2, dans le contrôle de la charge bactérienne [93-95]. Cependant d’autres études et notamment 
l’utilisation d’un triple KO TLR2/4/9 ne montrent aucun impact des TLR sur la production de cytokine 
ou la mise en place de la réponse immunitaire adaptative [96].  
Il est important de noter que les résultats obtenus à partir du modèle murin d’infection sont 




Figure 7 : Structure du LPS et mécanisme de reconnaissance par TLR4 
Le LPS (A) est constitué d’un lipide A, hexa-acylé, amphiphile et d’un corps polysaccharidique hydrophile. 
Le lipide IVa  (B) présente un structure similaire au lipide A mais ne porte que 4 chaines d’acides gras. 
La reconnaissance du LPS  (C) nécessite la présence de MD2. Le complexe TLR4-MD2-LPS s’homodimérise 
avec un autre complexe tLR4-MD2-LPS. Cette dimérisation conduit alors au recrutement de molécules 
adaptatrices et permet l’activation de la cascade de signalisation.  
La poche hydrophobe de MD2 (D) accueille cinq chaines d’acides gras portées. La sixième chaine (ici R2) 
interagit avec le TLR4 d’un autre complexe TLR4-MD2 et permet alors la dimérisation des complexes. Le 
lipide IVa ne possédant que 4 chaines, occupe la poche de MD2 mais ne permet pas la dimérisation  du 
récepteur. C’est un antagoniste compétitif du LPS. 




Figure 8 : Structure de l’homodimère de CD14 
Les modules LRR en C-terminal interagissent entre eux et permettent la dimérisation. 
Les modules LLR en N-terminal et les modules suivant forment une poche hydrophobe prenant en charge 
le ligand.  




souches de M. tb et du fond génétique murin utilisés [93]. Il est à noter qu’avec la majorité des 
lignées utilisées, les souris ne présentent des symptômes qu’avec des charges d’infection bactérienne 
importantes. De plus, les souris ne développent pas une tuberculose chronique similaire à l’homme 
par des granulomes hypoxiques. De nouveaux modèles murins sont en cours de développement pour 
tenter de reproduire plus fidèlement les caractéristiques de la maladie humaine. 
Chez l’homme de nombreuses études autour du polymorphismes des TLR et de la sensibilité à 
M. tuberculosis ont été réalisées (pour revue [97]). Elles ont montré une plus grande susceptibilité à 
la tuberculose dans des populations de patients exprimant des gènes variant de TLR2 [98, 99], TLR4 
[100], TLR9 [101] et également des gènes codant pour le domaine TIR [102]. Ces données illustrent 
donc l’importance chez l’humain, du rôle joué par les TLR dans la lutte contre l’infection par M. tb. 
a) TLR4 
TLR4, en association avec MD-2, est le récepteur du lipopolysaccharide (LPS), un constituant 
majeur de l’enveloppe des bactéries Gram-négative. La reconnaissance du LPS requiert l’aide de 
différents récepteurs accessoires que sont MD2, CD14 et LBP (Lipopolysaccharide binding protéine). 
Le LPS est constitué d’un lipide A amphiphile héxa-acylé (Figure 7A), d’un cœur oligosaccharidique 
hydrophile et d’une partie polysaccharidique antigène-O. Le LPS contenu dans l’enveloppe ou agrégé 
sous forme de micelle ne peut pas être pris en charge par le complexe TLR4/MD-2 directement. La 
LBP est une protéine soluble, localisé dans le plasma. Elle se lie à une molécule de LPS pour l’isoler et 
la charger sur le co-récepteur CD14 [103]. CD14 est une glycoprotéine exprimée à la surface des 
monocytes ou présente sous forme soluble dans le sérum [104]. CD14 transfère le LPS de la protéine 
LBP vers le complexe TLR4/MD-2. Sa structure est similaire à celle du domaine extra-membranaire 
des TLR. Elle est constituée de motifs LRR et prend une structure tridimensionnelle en forme de fer à 
cheval [105] (Figure 8). Le complexe TRL4/MD-2 forme un hétéro-dimère, lié par interactions ioniques 
[106]. MD-2 est le module permettant la liaison du LPS. La liaison se fait majoritairement par 
interactions polaires, comme des ponts hydrogène, et par des interactions hydrophobes entre 5 
chaines d’acides gras du LPS et la poche hydrophobe de MD-2 (Figure 7D) [107, 108]. Lorsque deux 
complexes TLR4/MD-2 sont liés à 2 molécules de LPS, la sixième chaine acyle du LPS liée au complexe 
TLR4/MD-2 peut interagir avec la poche hydrophobe du complexe TLR4/MD-2*. Cette nouvelle liaison 
va provoquer un changement de conformation conduisant à l’homodimérisation de deux complexes 
TLR4/MD-2 et permettant alors l’activation de la cascade de signalisation (Figure 7C) [107].  
Le lipide A IV (Figure 7B) est un antagoniste de TLR4. Ce composé présente une structure 











Figure 9 : Structures des hétérodimères TLR2/TLR1 (A) et TLR2/TLR6 (B) en complexe avec des 
lipopeptides tri- et di-acylés, respectivement. 
Le Pam3CSK4 est un lipopeptide tri-acylé. Le Pam2CSK4 est un lipopeptide di-acylé. Les deux chaines d’acides 
gras de l’unité S-diacylglycéryle sont prises en charge par la poche hydrophobe de TLR2. La troisième chaine 
du Pam3CSK4 est prise en charge par la poche hydrophobe de TLR1. La poche hydrophobe de TLR6 est fermée 
par deux résidus de phénylalanine, et ne peut pas accepter de chaines d’acides gras. Le Pam2CSK4 est donc 
pris en charge par le complexe TLR2/TLR6 




les quatre chaines enfouies dans la poche hydrophobe de MD-2 ne permettent pas de réaliser une 
liaison avec TLR4* et la dimérisation du complexe TLR4/MD-2 [108] 
A ce jour, bien que l’implication de TLR4 dans la détection des mycobactéries semble 
maintenant avérée [88], aucun ligand mycobactérien de ce récepteur n’a été identifié. 
b) TLR2 
(1) Mécanisme de reconnaissance 
TLR2 possède une très large spécificité de ligands. Il est capable de reconnaitre des molécules 
aux structures très variées comme : les lipoprotéines [109], les lipopeptides, les ancres GPI, les 
lipoglycannes et l’acide lipoteichoique (LTA) [110, 111]. Ces molécules ont en commun une unité 
diacyl-glycéryle reconnue par TLR2 mais des domaines polaires, osidiques ou protéiques, très variés. 
Cette grande variabilité de ligands a fait l’objet, au cours de ma thèse, d’une étude ayant conduit à la 
publication d’un article. Ces travaux ont mis en évidence une nouvelle famille de ligands de TLR2, les 
lipoglycannes à ancre diacylglycérol mannosylée [112] (cf. Annexe1 p135). 
Contrairement aux autres TLR, TLR2 peut former un hétérodimère avec TLR1 ou TLR6 pour 
induire la cascade de signalisation de Myd88 et provoquer l’activation cellulaire [113]. Le complexe 
TLR2/ TLR1 détecte les ligands tri-acylés alors que le complexe TLR2/TLR6 détecte les di-acylés. 
L’utilisation de lipopeptides de synthèse Pam3CSK4 et Pam2CSK4 (Figure 9) a permis d’obtenir des 
cristaux de dimère TLR2/TLR1 et TLR/2/TLR6 en présence de leurs ligands respectifs (Figure 9A et B) 
[114, 115]. L’étude de la structure tridimensionnelle de formes solubles de ces dimères avec leurs 
ligands a permis de mettre en évidence les interactions en jeu. Ainsi, quatre types d’interaction sont 
impliqués dans la reconnaissance du ligand et l’hétérodimérisation des récepteurs : 1) Les chaines 
grasses de l’unité diacylglycéryle sont insérées dans la poche hydrophobe de TLR2 ; 2) Le récepteur 
TLR1 possède un canal hydrophobe qui prend en charge la troisième chaine du Pam3CSK4, liée par une 
liaison amide ; le canal hydrophobe du récepteur TLR6 est fermé par deux phénylalanines empêchant 
la liaison d’une chaine grasse (Figure 9). 3) La structure de TLR6 est telle que l’interaction entre le 
complexe TLR2/TLR6 est augmentée de 80% par rapport à TLR2/TLR1 compensant ainsi l’absence 
d’interaction avec la troisième chaine grasse. 4) Des liaisons hydrogènes s’établissent entre l’unité 
glycéryle du ligand et les résidus des récepteurs. La reconnaissance d’un ligand se déroulerait en deux 
étapes : 1) les chaines d’acides gras sont prises en charge de façon non-spécifique par la poche 
hydrophobe de TLR2, 2) des ponts hydrogènes se forment entre la tête polaire du ligand et la partie 
antérieure de la poche hydrophobe, permettant l’hétérodimérisation du récepteur et la transduction 
du signal [116]. Il semble que le reste du corps polaire du ligand n’a que peu d’importances dans sa 
reconnaissance par TLR2. 
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(2) Les récepteurs accessoires de TLR2 
De nombreuses études ont montré que TLR2 interagissait avec différents récepteurs 
accessoires (co-récepteurs). Ces interactions permettent la prise en charge d’une plus large gamme 
de ligand ou améliorent la sensibilité de détection des ligands 
(a) Les co-récepteurs CD14 et CD36 
CD14 est un co-récepteur majeur des TLR. Il présente, comme les TLR, des motifs LRR (cf. p15) 
lui donnant une forme caractéristique de fer à cheval [105, 117]. CD14 forme un homodimère [105]. 
Le module LRR en C terminal permet l’homodimérisation, alors que le module LRR en N-terminal et 
les modules suivants forment une poche hydrophobe prenant en charge le ligand [105] (Figure 8). 
CD14 peut interagir avec TLR2 [118], TLR4 [118], TLR3 [119], TLR7 [120] et TLR9 [120]. CD14 est un 
récepteur membranaire qui se situe au niveau des rafts lipidiques et qui induit la localisation de TLR2 
au niveau de ces rafts [121-123]. L’interaction CD14/TLR2 améliore la reconnaissance non seulement 
des lipopeptides tri-acylés [123], mais également des lipopeptides di-acylés avec l’aide du récepteur 
« scavenger » CD36 [121]. Le motif peptidique n’a pas d’importance pour la reconnaissance par CD14 
[122]. Il semble que CD14 prenne en charge le ligand par la partie lipidique et le charge sur le 
récepteur TLR2 aidant sa dimérisation avec TLR1 ou TLR6 [122]. CD14 possède également une forme 
soluble résidant dans le plasma ou le sérum. Cette forme améliore également le chargement du 
ligand sur TLR2 [124, 125] mais n’induit pas la translocation de TLR2 vers le raft lipidique [122].  
CD36 est également un récepteur membranaire localisé au niveau des rafts lipidiques. Il est 
généralement connu pour le rôle qu’il joue au niveau du sens gustatif, notamment pour la détection 
des graisses [126]. Mais il est également impliqué dans l’immunité innée comme co-récepteur de 
TLR2 pour la reconnaissance de ligands di-acylés [127]. En effet, il prend en charge les ligands di-
acylés avant de les transférer vers TLR2 via l’intermédiaire de CD14 [127]. Cependant, contrairement 
à CD14, le motif peptidique (ou glycosidique) du ligand module la liaison à CD36. Ainsi il semble lier 
préférentiellement les molécules chargées négativement [128], [129]. Ce récepteur présente un large 
domaine extracellulaire, contenant deux sites de liaison [130]. Le premier permet la liaison des 
thrombospondines, le second est une grande poche hydrophobe permettant la liaison des acides gras 
[131, 132]. CD36 possède également un domaine intracellulaire permettant d’induire un signal. 
Cependant CD36 ne semble pas induire de signal lorsqu’il joue le rôle de co-récepteur de TLR2 [127]. 
(b) Les récepteurs scavengers 
De nombreuses classes de récepteurs scavenger sont connues pour interagir avec TLR2. On 
retrouve notamment les classes A (SR-A, MARCO), les classes B (SR-B1 et CD36) [133], les classes F 
(SREC-1) et les classes E (Lectin-like oxidized LDL receptor-1, LOX-1) [110]. Nous avons déjà parlé de 
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CD36 pour la détection des ligands di-acylés. SR-A est impliqué dans la liaison de ligands bactériens 
comme le LTA [134-136] et MARCO pour la reconnaissance du TDM (cf. p29). Enfin LOX-1 et SREC-1 
sont co-récepteurs de TLR2 pour la reconnaissance d’un composé de l’enveloppe de Klebsiella 
pneumoniae, la protéine extramembranaire A (OmpA) [137]. Les récepteurs scavenger jouent un rôle 
important en tant que co-récepteurs de TLR2, cependant de nouvelles études seront nécessaires pour 
déterminer leur spécificité et leur mécanisme [110]. 
(c) CXCR4 
CXCR4 est une protéine transmembranaire couplée à un récepteur de la chémokine SDF-1 
(Stromal-derived factor-1). Elle est principalement connue pour être un co-récepteur de CD4 lors de 
l’infection par le VIH [138]. Cependant, une étude a montré que CXCR4 est impliquée dans une forme 
de détection du LPS indépendante de CD14 [139]. De plus, d’autres études ont montré une 
interaction entre TLR2 et CXCR4 au sein des rafts lipidiques. Cette interaction conduit à une 
modulation négative de l’activation de TLR2 pour la détection des fimbriae de Porphyromonas 
gingivalis [140, 141].  
(3) Les ligands mycobactériens de TLR2 
Différents composés mycobactériens ont été identifiés comme ligands de TLR2. On retrouve 
notamment les lipoprotéines, les lipoglycannes et le tréhalose di-mycolate (TDM). 
(a) Les lipoprotéines 
Le génome de M. tuberculosis contient une centaine de gènes codant pour des lipoprotéines 
[142]. Pour la plupart d’entre elles, leurs fonctions ne sont pas connues. Cependant, les souches de 
M. tb dont la biosynthèse des lipoprotéines est abolie voient leur virulence atténuée [143]. 
Actuellement, seules cinq lipoprotéines ont été caractérisées comme ligands de TLR2 [144]. En 1999, 
les deux premières lipoprotéines, 19kDa (LpqH) et 38kDa (PhoS1) [145-147], ont été identifiées 
comme ligands de TLR2. Par la suite, trois nouvelles lipoprotéines sont identifiées : LprG [148], LprA 
[149], puis MPB83 [150]. L’ensemble des lipoprotéines sont considérées comme étant tri-acylés et 
agonistes du complexe TLR2/TLR1. Cependant une étude comparant différentes lipoprotéines, a 
montré que leur efficacité pour l’induction de la production de cytokines est variable d’une 
lipoprotéine à l’autre [151]. Il apparait également que leur détection fait intervenir différents co-
récepteurs de TLR2 (CD14, CD36, cf. p24) variables d’une lipoprotéine à l’autre sans que l’on en 
comprenne les raisons moléculaires. Enfin une étude a montré que la lipoprotéine MPB83 est un 




Figure 10 : Structure  des PIM (A) et des lipoglycannes (B) 
R1, R2, R3 et R4 : site potentiel d’acylation ; MPI : mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol ; Ins : myo-inositol ; 
Manp : mannopyranose ;  MTP : 5-désoxy-5-methylthiopentose ;  Araf : arabinofuranose ; Succ : succinate. 
Les PIM2 sont formés  à partir de l’ancre MPI portant un résidu mannopyranose branché en α(16) sur 
l’inositol. Les PIM6 dérivent de PIM2 avec 3 résidus mannopyranose branchés en α(16) et les 2 derniers  
branchés en α(12). Le LM est formé par un domaine mannane, d’environ 20 à 25 résidus en α(16) 
mannopyranose,  porté par l’ancre MPI. Les résidus mannose peuvent être substitués par des unités α-Manp  
dont la position dépend de l’espèce de mycobactéries.Les LAM correspondent à du LM additionné d’un 
domaine arabinane. Ce domaine constitué d’environ 60 résidus d’arabinofuranose, se caractérise par une 
chaine linéaire d’α-D arabinofuranose, ponctuellement substitués par des chaines latérales de résidus 
arabinofuranose. Ces chaines latérales peuvent porter des coiffes oligomannosides ou phosphoinositides selon 
les espèces. 

















(a) Les lipoglycannes 
Les lipoglycannes, PIM, LM et LAM, sont des constituants majeurs de l’enveloppe des mycobactéries. 
Leur structure est basée sur une ancre mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol (MPI) possédant 4 sites 
potentiels d’acylation : les positions 1 et 2 du glycérol, la position 3 du myo-inositol et la position 6 de 
l’unité mannosyle [152] (Figure 10A). Les PIM forment une famille de molécules pour laquelle la 
position 6 de l’inositol de l’ancre MPI porte une chaine de 1 à 5 unités de mannose greffées en α-
(16) et α-(12) (Figure 10A). Ainsi le PIM6 (hexamannosyl-phosphatidyl-myo-inositol) est constitué 
d’un phosphatidyl-myo-inositol, portant une unité mannose en α-(12) de l’inositol et d’une chaine 
de 5 unités mannose 3 résidus mannopyranose branchées en α(16) et les 2 dernières  branchées en 
α(12) [153]. La structure du LM a pour base un PIM2 sur lequel est greffée une chaine mannane de 
résidus mannose liés en α-(16), certains étant substitués en α-(12) par une seule unité de 
mannose. Le domaine mannane comporte environ 30 à 35 résidus [154] . Les LAM correspondent à 
du LM additionné d’un domaine arabinane. Ce domaine se caractérise par une chaine principale 
d’unités α-(15)-D-arabinofuranosyles ramifiée par des chaines arabinanes secondaires. L’extrémité 
non réductrice des chaines peut comporter un motif caractéristique appelé « coiffe ». La structure de 
ces motifs dépend de l’espèce mycobactérienne. Ainsi, les coiffes de M. tuberculosis sont des unités 
oligomannosyles ; on parle alors de ManLAM. L’espèce M. smegmatis possède des coiffes 
phosphoinositides (PILAM), alors que M. chelonae ne possède pas de coiffes (AraLAM). 
 Il a été montré que TLR2 est capable de reconnaitre les lipoglycannes, notamment le LM 
[155] mais également les PIM [156]. En revanche le LAM est beaucoup moins efficace pour induire 
l’activation de TLR2 [157]. En effet, la stimulation par le LM induit la production de cytokines pro-
inflammatoires type Il-6 ou TNF-α et l’expression de marqueurs de l’activation cellulaire comme CD40 
ou CD86 [155]. De plus, Il a été démontré au sein de l’équipe que des souches de M. smegmatis 
surproduisant des lipoglycannes induisent une activation cellulaire plus importante que la souche 
sauvage. Inversement des souches atténuées pour la production de lipoglycannes induisent une 
activation moindre [86]. Ces données suggèrent donc que les lipoglycannes sont reconnus à la surface 
des bactéries et participe à la mise en place de la réponse de l’hôte. Enfin, toujours au sein de 
l’équipe, il a été démontré que les lipoglycannes étaient capables d’inhiber la liaison entre TLR2 et le 
lipopeptide, Pam3CSK4. Ce qui suggère que les lipopeptides et les lipoglycannes partagent le même 
site de liaison [158].  
Différentes études ont montré que la structure de la partie glycosidique des lipoglycannes 




Figure 11 : Rôle des récepteurs accessoires MARCO et CD14 dans la détection du TDM par TLR2 
MARCO permet la liaison du TDM (sous forme micellaire). CD14 extrait et présente une molécule de TDM à TLR2, qui 
peut alors se dimériser et induire la cascade de signalisation.   




améliore l’interaction avec TLR2 alors que la présence et la complexité du domaine arabinane 
diminue cette interaction [158, 159]. L’état d’acylation de l’ancre MPI joue également un rôle dans 
l’interaction avec TLR2. Cette interaction est dépendante de TLR1 [155] et du co-récepteur CD14 
[159]. Des études ont montré que seules les formes tri- et tétra-acylées du LM sont actives, alors 
qu’aucune activation cellulaire n’a été détectée avec les formes mono- et di-acylée [160]. Seules les 
formes présentant 2 acides gras sur le glycérol et au moins une troisième sur le mannose liée en 
position 6 de l’inositol sont actives.  
(b) Le tréhalose 6,6′-dimycolate 
Le tréhalose 6,6′-dimycolate (TDM ou Cord factor) est un glycolipide majeur de la 
mycomembrane. Il est principalement reconnu par le récepteur Mincle (cf. p37) mais des données 
indiquaient que l’activation cellulaire induite par le TDM dépendait également de la molécule 
adaptatrice MyD88 [161] et des TLR. Une étude récente a démontré que le récepteur TLR2 est 
capable de détecter le TDM et d’induire l’activation cellulaire [162] (Figure 11). Cette détection est 
possible avec l’aide des co-récepteurs CD14 et MARCO (cf. p24). Les auteurs suggèrent que le 
récepteur scavenger MARCO permettrait d’extraire le TDM, de le monomériser et de le présenter à 









Figure 12 : Représentation schématique de la structure des 
lectines de type C  
Les lectines des types C reconnaissent les glucides via les 
domaines CRD qu’elle portent. La plupart des lectines ne portent 
qu’un seul domaine CRD, contrairement au Récepteur aux 
Mannoses (MR) qui en possède 8. Les domaines ITAM de Dectine-
1 et Mincle permettent la transduction d’un signal conduisant à la 
translocation du facteur NF-κB et à la production de cytokines. Le 
MR et DC-SIGN ne possèdent pas de tels domaines, mais sont pour 
autant capables de moduler la production de cytokine.  





B. Les lectines de type C 
Les lectines de type C sont des récepteurs membranaires ou solubles capables de reconnaitre 
les sucres via des domaines de reconnaissance nommés « carbohydrate-recognition domain » (CRD). 
Toutes les lectines présentent au moins un de ces domaines mais certaines d’entre elles en 
présentent plusieurs (Figure 12). Ces récepteurs, qu’ils soient membranaires ou solubles, sont 
généralement impliqués dans la phagocytose ou dans l’activation du système du complément [163]. 
Les domaines CRD ont des structures secondaire et tertiaire conservées d’une lectine à l’autre et, 
pour la plupart d’entre eux, la liaison avec les sucres est dépendante du calcium (Ca2+) [84, 164, 165]. 
Dans cette partie nous nous focaliserons sur les quatre lectines principales, associées à la 
reconnaissance des mycobactéries : le récepteur au mannose (MR), DC-SIGN, Mincle et Dectine-1 
[84].  
1. Le récepteur au Mannose 
Le récepteur au mannose se compose, du côté N-terminal, de trois domaines 
extracellulaires (Figure 12). 1) Un domaine riche en cystéine (CR) qui est impliqué dans la 
reconnaissance d’oses sulfatés, comme le 3- ou 4-sulfo-galactose [166]. La liaison est indépendante 
du Ca2+ et se fait au niveau d’une poche neutre [167]. 2) Un domaine qui reconnait le collagène [168]. 
3) Huit domaines CRD capables de reconnaitre les glycoconjugués terminés par des mannoses, des 
fucoses ou des N-acétylgalactosamines, de façon dépendante du Ca2+ [169]. En C-terminal, le MR 
présente une courte région cytoplasmique impliquée dans l’internalisation du récepteur pour la 
phagocytose ou l’endocytose des ligands [170, 171]. Une fois internalisés par le MR, les antigènes, 
capturés dans les compartiments intracellulaires, sont apprêtés et associés aux molécules 
présentatrices d’antigènes CMHII ou CD1 [172]. 
 Les domaines CRD 4 et 5 du MR sont impliqués dans la reconnaissance des domaines 
osidiques [173]. Le ManLAM est reconnu grâce aux coiffes mannosides (Figure 10) [174], le LM et les 
PIM6 par les résidus mannosyles du domaine mannane (cf. p26) [175], mais également les 
mannoprotéines, telles que LpqH, par les unités mannose [176].  
Il a été montré que le MR est impliqué dans la phagocytose des mycobactéries, cependant il semble 
que la phagocytose via ce récepteur inhibe la fusion du phagosome avec le lysosome [177], ce qui 
favorise la persistance de la bactérie dans le macrophage. De plus, bien qu’aucun domaine 
intracellulaire susceptible d’induire une signalisation n’ait été identifié, la liaison du ManLAM au MR 
inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-12 lors d’une co-stimulation avec du 
LPS et potentialise la production d’IL-10, anti- inflammatoire [178, 179]. Cette inhibition est 






Figure 13 : Voies de signalisation associée à dectine 1 
L’activation de Dectine-1 conduit au recrutement de la tyrosine kinase SYK. Cette dernière va alors induire une 
cascade de signalisation conduisant à la translocation des facteurs de transcription NFAT et NF-κB et à la mise 
en place de l’inflammasome ROS/NLRP3. La translocation de NF-κB est induite par la formation du complexe 
CARD9-BCL10-MATL1 et l’activation des kinases IKK qui constitue la voie canonique.  
Syk peut également activer les kinases IKK, via la molécule accessoire NIK (voie non canonique), conduisant à la 
translocation des sous-unités de NF-κB, p52 et RelB. Ces translocations induisent la régulation de gènes 
promouvant la production de cytokines pro-inflammatoires, comme IL-12p40. 
D’un autre coté Dectine-1, via un mécanisme encore mal défini, peut recruter et activer les molécules 
accessoires, Ras et Raf-1, conduisant à la translocation de la forme acétylée et phosphorylée de la sous unité 
p65 de NF-κB. Cette forme particulière de la sous unité p65, va alors inhiber les sous unités p652-RelB et 
promouvoir la production de cytokine anti-inflammatoire comme IL-10. 




Il semble donc que le MR soit utilisé par les mycobactéries pour atténuer la réponse pro-
inflammatoire et survivre dans le macrophage. Cependant certains polymorphismes du gène MRC1 
conduisant à une perte d’efficacité du récepteur sont associés à une sensibilité accrue à la 
tuberculose et à la lèpre, suggérant que ce récepteur joue un rôle important dans la lutte contre les 
mycobactéries [97, 181, 182]. 
2. Dectine1 
Dectine-1 (DC-associated C-type lectin-1) est un récepteur transmembranaire exprimé à la 
surface des cellules myéloïdes telles que les CD ou les macrophages. Il porte un unique domaine CRD 
et présente une petite queue intracellulaire, couplée au motif cytosolique ITAM-like, YxxL, et tri-
acide, DED [183] (Figure 13). 
Dectine-1 est principalement connu pour son rôle dans l’immunité anti-fongique. En effet, 
son domaine CRD reconnait, indépendamment de la présence de Ca2+, les β-glucanes portant des 
liaisons β(13) et β(16), constituants majeurs de la paroi des champignons. L’interaction entre 
dectine-1 et ses ligands induit une large gamme d’effets cellulaires, tels que l’induction de la 
phagocytose, la production de dérivés réactifs de l’oxygène, l’endocytose, la maturation cellulaire et 
la production de cytokines, TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-23 [183, 184].  
Plusieurs études montrent que Dectine-1 est impliqué dans la reconnaissance des 
mycobactéries [90, 185, 186], et oriente la réponse de l’immunité adaptative [187] (favorisant une 
réponse TH1/TH17 et pas simplement TH1). Cependant les mycobactéries ne produisent pas de β-
glucane et, à ce jour, aucun composé mycobactérien n’a été identifié comme ligand de Dectine-1.  
Dectine-1 présente une cascade de signalisation très complexe (Figure 13) faisant intervenir deux 
voies de signalisation dépendante ou indépendante de kinase Syk. 1) L’activation de la kinase Syk 
nécessite la phosphorylation de deux tyrosines du domaine ITAM. Or Dectine-1 ne possède qu’une 
seule tyrosine sur son domaine intracellulaire [188], suggérant la nécessité d’une dimérisation de 
Dectine-1 pour induire la cascade de signalisation (Figure 13). La signalisation dépendante de Syk 
induit la translocation du facteur de transcription NF-κB selon une voie différente de la voie utilisée 
par les TLR [184]. Dans cette voie, Syk phosphoryle PLCγ2, conduisant à l’activation du complexe 
CARD9-Bcl10-Malt1 [189, 190]. Le complexe de CARD9 peut alors activer les kinases IKK, et 
promouvoir la translocation du facteur NF-κB. Dectine-1 induit également la translocation de NF-κB 
par une voie non canonique, en utilisant la molécule accessoire NIK (NF-κB inducing kinase) et 




Figure 14 : Cascade de signalisation associée à DC-SIGN 
L’activation de DC-SIGN conduit à l’activation de voies de signalisation couplées aux molécules 
accessoires Raf-1 et LSP. Ces molécules vont interférer avec l’activation du facteur de transcription NF-
κB et promouvoir l’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires et induire la sécrétion de 
cytokine anti-inflammatoire. 
(Sancho et al, 2012) 
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thréonine kinase Raf-1, par l’intermédiaire des motifs DED du récepteur (Figure 13). La kinase Raf-1 
induit la translocation d’une forme phosphorylée et acétylée de l’unité p65 du facteur. Cette forme 
particulière de p65 peut alors jouer deux rôles. Elle peut séquestrer l’intermédiaire RelB, ce qui va 
inhiber la production des cytokines indépendante de la voie Syk, comme l’IL-23 p19 [191]. D’un autre 
côté, la forme particulière de l’unité p65 peut s’associer avec l’unité p50, qui pourront alors se lier à 
l’ADN et induire la transcription de gènes, conduisant à la production d’autre cytokine comme de l’IL-
10 [191]. En plus de l’activation des cascades de signalisation du facteur NF-κB, Dectine-1 induit 
l’activation d’autres molécules accessoires, comme ERK [192] (conduisant à la production de dérivés 
réactifs de l’oxygène) et de NFAT [193] (conduisant également à la production de cytokines pro-
inflammatoires). 
3. Le récepteur DC-SIGN 
La lectine de type C DC-SIGN est un récepteur transmembranaire qui se trouve à la surface 
des cellules dendritiques (CD), mais également de macrophages spécifiques comme les macrophages 
alvéolaires [194, 195]. Ce récepteur est constitué en N-terminal d’un domaine intracellulaire, et en C-
terminal d’un domaine transmembranaire, d’une région charnière et d’un unique domaine CRD. La 
région charnière permet au récepteur de se tétramériser [196, 197] afin d’augmenter l’interaction 
avec ses ligands. Cette interaction est dépendante du calcium. DC-SIGN reconnait de façon 
dépendante du Ca2+, les glycoconjugués riches en mannose, fucose [196] et glucose [198]. Il peut 
reconnaitre des composés endogène ou exogène, et interagit notamment avec HIV via la 
glycoprotéine gp120 [199-201].  
DC-SIGN est le récepteur majoritaire de M. tuberculosis sur les CD [50]. In vitro, des études ont 
montré que cette lectine reconnait un grand nombre de ligands mycobactériens purifiés : le ManLAM 
[202], les lipoprotéines mannosylées [203], les PIM, le LM [204], l’arabinomannane mannosylé et l’α-
glucane [198]. Cependant DC-SIGN à la surface cellulaire n’interagit qu’avec les espèces du complexe 
tuberculosis et pas avec les autres espèces mycobactériennes [203]. Or, aucun des ligands identifiés 
n’est spécifique du complexe tuberculosis. Les ligands tels que les PIM ou le LM sont retrouvés dans 
toutes les mycobactéries. Le ManLAM se retrouve dans la plupart des mycobactéries à croissance 
lente, telles que M. kansasii. De plus, des souches mutantes de M. bovis BCG, dont le LAM est 
dépourvue de coiffes mannosides (pourtant indispensables à la reconnaissance du ManLAM purifié 
[205]), sont parfaitement reconnues par DC-SIGN [206]. Ces données suggèrent que DC-SIGN utilise 








Figure 15 : Interaction et voie de signalisation des récepteurs Mincle et MCL 
(A) Mincle et MCL s’associent avec la molécule adaptatrice FcRγ (Fc receptor γ-chain) pour recruter la  
tyrosine kinase Syk et le complexe Card9-Bcl10-Malt1. L’activation de ces récepteurs conduit à la 
production de cytokine pro-inflammatoire. 
‘B) Mincle et MCL peuvent former un hétérodimère permettant une meilleure reconnaissance du TDM. 
Dans ce complexe Mincle reconnait la partie glycosidique et MCL les chaines d’acides gras. 
(Richardson et Williams, 2014) 
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La reconnaissance de ligands ou de mycobactéries par DC-SIGN induit l’internalisation du récepteur et 
la phagocytose de la mycobactérie ou l’adressage du complexe récepteur-ligand aux compartiments 
endosomaux [207]. Cette internalisation se fait grâce au motif du domaine intracellulaire de DC-SIGN. 
Ces motifs sont également impliqués dans l’induction d’une cascade de signalisation. Cette 
signalisation se fait, comme avec Dectine-1, via le recrutement de la molécule accessoire RAS qui va 
activer la molécule RAF-1 et conduire, par un mécanisme encore indéterminé, à l’acétylation du motif 
p65 du facteur NF-κB (Figure 14) [208]. La signalisation module l’activation du NF-κB initiée par les 
TLR ; et notamment par TLR4 en réponse à une stimulation par du LPS. Ainsi, la reconnaissance du 
ManLAM par DC-SIGN module la réponse de la cellule induite par le LPS en diminuant la réponse 
inflammatoire de la cellule, en diminuant la maturation cellulaire, l’expression de marqueurs de 
surface CD83 et CD86 et en modifiant le profil de sécrétion de cytokines en inhibant les cytokines pro-
inflammatoires et en augmentant la production d’IL-10, anti-inflammatoire [202, 209]. L’activation 
d’autres molécules accessoires comme LSP1 et RHOA vont également moduler la réponse de l’hôte 
[210] (Figure 14). De plus des travaux réalisés dans l’équipe ont montré qu’un composé synthétique, 
un mannodendrimère, mimant l’organisation supramoléculaire du ManLAM en solution pouvait 
moduler via DC-SIGN la réponse inflammatoire dans un modèle murin d’inflammation pulmonaire 
aigue induite par le LPS [211]. Ils semblent donc que DC-SIGN soit incapable d’induire seul l’activation 
de NF-κB. Par contre une fois ce dernier activé, notamment via les TLR, DC-SIGN peut moduler son 
impact pour la transcription de gènes et la production de cytokine. Des données indiquent que les 
composés riches en mannose comme le ManLAM induit préférentiellement un activation de la voie 
Raf-1 alors que les composés riches en fucose inhibent cette voie et promeuvent la formation du 
complexe avec LSP1 [210]. 
Ces données suggèrent donc que M. tuberculosis pourrait utiliser DC-SIGN pour diminuer la 
réponse inflammatoire de l’hôte et persister dans l’organisme. Cependant des polymorphismes des 
promoteurs et du gène CD209 (codant pour DC-SIGN) et conduisant à une diminution de l’expression 
ou de l’efficacité du récepteur sont associés à une sensibilité à la tuberculose [212, 213], indiquant 
que ce récepteur est également essentiel dans la lutte contre le bacille. 
4. Les récepteurs Mincle et MCL 
Mincle est un récepteur transmembranaire exprimé à la surface des macrophages [214]. Son 
expression est très fortement augmentée lorsque le macrophage est exposé à des cytokines ou à des 
agonistes de TLR [214, 215]. Ce récepteur possède deux sites de liaison, un domaine CRD et un 
domaine impliqué dans la reconnaissance de la sous unité SAP-130, relarguée dans le cadre de 




Figure 16 : ((A) Structure du peptidoglycane  
Le PGN est un composant de la paroi des bactéries, crucial pour le maintien de leur intégrité structurale. C’est un 
MAMP reconnu par les récepteurs NOD1 et NOD2. 
NOD1 reconnait les dipeptides contenant l’acide γ-D-glutamyl-meso-diaminopimélique (cadre rouge) 
(Adapté de Kaparakis et al, 2007) 
(B) Structure du MDP standard  
La structure minimale reconnue par NOD2 est le muramyldipeptide (MDP) 
(Adapté de Kaparakis et al, 2007) 
(C) Biosynthèse du MDP mycobactérien 
Ches les mycobactéries le groupement N-acetyl en position 2 de l’acide muramique est hydroxylé en groupement 
N-glycolyl par l’enzyme N-acetyl muramic acid hydroxylase (NamH). Cette modification augmente le pouvoir pro-
inflammatoire du MDP mycobactérien. 
(Adapté de Coulombe et al, 2009) 
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Figure 17 : Voie de signalisation de NOD1 et NOD2 
Les voies de signalisation des récepteurs NOD font intervenir 
les molécules accessoires  CARD9 et RIP2, et aboutissent à 
l’activation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1. 





La partie intracellulaire de Mincle, possède un motif ITAM, qui permet le recrutement du 
récepteur FcRγ pour l’activation de la voie Syk/CARD9 et la translocation du facteur NF-κB (Figure 
15A). Cette activation conduit à la production de cytokines proinflammatoires [216] et promeut 
l’induction d’une réponse de type TH17 [217].  
Il a été montré que Mincle reconnait les mycobactéries via son interaction avec le TDM [216]. 
Cette reconnaissance est dépendante du calcium. Des travaux plus récents ont mis en évidence que la 
lectine des types C des macrophages (MCL) est également impliquée dans la détection du TDM [218]. 
De plus, la reconnaissance du TDM par MCL, exprimée de façon constitutive, permet la surexpression 
du récepteur Mincle à la surface des macrophages [218]. Mincle et MCL forment un hétérodimère 
[219, 220]. Il est envisagé que MCL reconnait les chaines d’acides gras du TDM et que la partie 
glycosidique soit reconnue par Mincle (Figure 15B) [221]. 
L’infection par M. bovis BCG de souris déficientes pour le récepteur Mincle, a montré que ce 
dernier est impliqué dans la réponse proinflammatoire et dans la formation du granulome [222]. Des 
travaux plus récents ont montré que la formation du granulome est plus spécifiquement dépendante 
de MCL [218]. Il a également été établi que MCL induit la maturation des CD, conduisant à l’activation 
des lymphocytes T. Mincle et surtout MCL sont impliqués dans l’effet adjuvant bien connu du TDM. 
C. Les récepteurs NOD 
Les récepteurs NOD-like (Nucleotide-binding Oligomerization Domain), NOD1 et NOD2, sont 
des récepteurs intracellulaires, exprimés dans le cytosol des cellules myéloïdes et des cellules 
endothéliales de l’intestin [223]. Ils sont tous deux impliqués dans la détection du peptidoglycane 
(PGN) [224] (Figure 16A), un composé majeur de la structure de la paroi des bactéries [225], 
permettant ainsi de détecter les bactéries colonisant le cytosol. NOD2 reconnait le muramyl 
dipeptide (MDP) (Figure 16B), le motif minimal du peptidodoglycane (PGN) commun aux différentes 
bactéries.  
Le récepteur NOD2 est constitué en N-terminal de 2 domaines CARD, impliqués dans la 
signalisation, d’un domaine central et en C-terminal, de 6 motifs LRR, impliqués dans la 
reconnaissance du PGN [226]. Lors de son activation, le récepteur recrute la sérine-thréonine kinase 
RIP2 (ou RICK) via des interactions entre les domaines CARD portés par les deux protéines [227]. 
L’activation de RIP2 conduit à l’activation des complexes NEMO et MKK, qui comme pour la cascade 
de signalisation des TLR, induit la translocation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 (Figure 17, 
cf. p15). Des données suggèrent qu’il y ait une synergie entre la signalisation par les récepteurs NOD 







De nombreuses études ont montré que ce récepteur est impliqué dans la détection des 
mycobactéries, tant in vitro que in vivo par l’utilisation de souris NOD2-/- [229-231]. De plus, des 
variants du gène Nod-2 sont associés à la sensibilité à la tuberculose [232, 233]. Le PGN produit par 
les mycobactéries a une structure particulière. Contrairement aux autres bactéries, le groupement N-
acétyle en position 2 de l’acide muramique est hydroxylé en un groupement N-glycolyle [234] (Figure 
16C). Des études ont montré que le MDP N-glycolyle mycobactérien induit une réponse immunitaire 
plus intense que le MDP N-acétyl standard [235]. 
D. Le récepteur CR3 
Le système du complément et les opsonines contribuent à la prise en charge du bacille. La 
voie des opsonines est l’une des voies d’entrée des mycobactéries dans les phagocytes. La cascade du 
complément se déclenche par la liaison du bacille avec des anticorps (immunité adaptative) ou de 
lectines solubles (immunité innée), telles que la « Mannose Binding Lectin » (MBL) [236]. Cette liaison 
conduit à l’opsonisation de la mycobactérie et à sa phagocytose grâce au récepteur du complément. 
En 1990, le récepteur du complément CR3 a été décrit comme la première porte d’entrée des 
mycobactéries dans les macrophages [237]. Cependant, il semble que CR3 contribue à la phagocytose 
du bacille par voie non-opsonique. En effet, ce récepteur possède un domaine lectinique, lui 
permettant de lier directement les mycobactéries, vraisemblablement via la reconnaissance des 
lipoglycannes (PIM, ManLAM) [174, 238]. Toutefois, l’inactivation de CR3 dans des souris ne semble 




IV. Modulation de la réponse immunitaire innée par  M. tb 
Lors de l’infection, M. tuberculosis, bien que pris en charge par les macrophages alvéolaires, 
est capable d’inhiber la réponse de l’hôte en limitant la fusion phagosome-lysosome [48], en 
modulant la réponse cytokinique, en retardant la migration des cellules dendritiques et la mise en 
place de la réponse adaptative [51]. Pour ce qui est de la modulation de la réponse immune innée 
(reconnaissance du bacille, réponse inflammatoire notamment signalisation via les TLR et maturation 
du phagolysosome), sujet de cette étude ; un certain nombre de mécanismes généraux ont pu être 
mis à jour. Ils font appel à des molécules immuno-modulatrices de l’enveloppe, notamment des 
lipides (pour revue [240]). 
Parmi les lipides de l’enveloppe, les pthiocérol dimycocerosate (pDIM) sont d’importants 
facteurs de virulence de M. tb [241]. Les mutants, dont la biosynthèse ou la translocation à la surface 
des PDIM est abolie, présentent un phénotype de virulence atténuée chez la souris [242-245]. Ces 
composés sont impliqués dans l’inhibition de la fusion phagosome-lysosome. Deux mécanismes 
principaux sont proposés : ces composés peuvent s’insérer dans les membranes des cellules 
phagocytaires et sont impliqués dans l’inhibition de l’acidification du phagosome [246] ; Ils peuvent 
également masquer, vis-à-vis des TLR, des PAMP exposés à la surface de la bactérie [247]. 
Les sulfolipides forment une famille de (glyco)lipides spécifiques de M. tb, soupçonnées 
depuis des décennies d’être impliquée dans la virulence de M. tb. Ils font l’objet d’un paragraphe 
dédié (cf. p65). Comme décrit précédemment, le ManLAM (cf. p35) est un composé 
immunomodulateur majeur des mycobactéries. Ce ligand de DC-SGIN module de la réponse 
cytokinique TLR-dépendante des CD et des macrophages et sont impliqués dans l’inhibition de la 
fusion phagosome/lysosome chez le macrophage. Enfin des travaux ont montré que, in vitro, les 
formes mono- et di-acylées des PIM et du LM inhibent l’activation cellulaire induite par du LPS [248]. 
Dans un modèle murin cette inhibition est également retrouvée pour la réponse pro-inflammatoire 
de l’hôte [249]. Cette inhibition est indépendante de TLR2, de SIGN-R1 (DC-SIGN murin) ou du MR 
mais semble dépendre en partie du co-récepteur CD14 [250]. 
Un mécanisme de modulation de la signalisation par les TLR implique la protéine ESAT-6. 
Cette protéine sécrétée par le système de sécrétion ESX-1 est un facteur de virulence majeur de M. tb 
[251]. Elle permettrait de lyser la membrane phagosomale des phagocytes et in fine au bacille de 
migrer du phagosome vers le cytoplasme du macrophage [252]. ESAT-6 conduit également à la lyse 
cellulaire [253]. Le mécanisme moléculaire de cette lyse n’est pas encore connu. Il a également été 
décrit que ESAT6 purifié inhibe l’activation de TLR2, réduisant ainsi la production d’IL-12 par les 
macrophages et limitant leur apoptose. La liaison d’ESAT-6 à TLR2 pourrait entrainer un changement 
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conformationnel empêchant la dimérisation du récepteur ou le rapprochement des domaines TIR, 
étapes indispensables à la signalisation [254]. 
Comme indiqué précédemment, l’activation des TLR induit la réponse inflammatoire de 
l’hôte. Néanmoins, lors d’une stimulation prolongée de TLR2, des rétroactions homéostatiques 
induisent une inhibition de l’apprêtement des antigènes et leur présentation par le Complexe Majeur 
d'Histocompatibilité de classe II (MHC II) afin de réduire l’inflammation médiée par les lymphocytes T 
[148, 149]. L’abondance de ligands de TLR2 produit par M. tb, la persistance des bacilles à l’intérieur 
de la cellule et la capacité des ligands de TLR2 (lipoprotéines, lipoglycannes) à migrer en dehors du 
phagosome pourrait conduire à une stimulation chronique de TLR2. Cette stimulation chronique 
aboutit à ces rétroactions inhibitrices de la présentation d’antigènes afin de protéger l’hôte d’une 
inflammation délétère. Il est donc proposé que cette sur-activation de TLR2 induite par M. tb est un 
mécanisme permettant d’échapper au lymphocyte T et de survivre dans les macrophages [255].  
Nombre de ces effecteurs moléculaires sont sous le contrôle de régulateurs de transcription 
de M. tb. Le facteur de transcription WhiB3 contrôle l’expression d’enzymes impliquées dans la 
biosynthèse de nombreux composés de l’enveloppe comme les sulfolipides, le TDM ou les PDIM 
[256]. Le régulateur à deux composants PhoP-PhoR est un facteur de virulence très important pour 
la réplication de M. tb dans les cellules de l’hôte [240]. Il est impliqué dans la régulation de gènes du 
métabolisme des lipides [257] et du système de sécrétion ESX-1 [258].  
M. tb présente donc de nombreux mécanismes de modulation de la réponse de l’hôte. 
Nombre de ces mécanismes font intervenir des composés immuno-modulateurs de l’enveloppe 
mycobactérienne et des régulateurs contrôlant leur biosynthèse. Il semble que la modulation de la 
signalisation des TLR soit une stratégie clef employée par M. tb. Cependant, les bases moléculaires de 






Figure 18 : Logigramme du déroulement des travaux 
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Sélection de 64 mutants s’éloignant 
de la tendance générale des mutants. 
(34 induisant beaucoup plus 
faiblement et 30 induisant beaucoup 
plus fortement) 
Séquençage 
Les mutants sont comparés à la 
souche sauvage avec un test plus 
robuste. Certains mutants 
apparaissent comme faux positif. 
Le séquençage permet pour certains 
mutants l’identification d’un gène 
interrompu par le transposon 
Sélection de 6 mutants. 
  
L’analyse des lipoglycannes ne fait pas 
ressortir de différences significatives 
entre les mutants. 
L’analyse des lipides extractibles fait 
apparaitre de nombreuses 
modifications dans la composition de 
l’enveloppe d’un des mutants. 
Certaines de ces altérations 
concordent avec le gène altéré et le 
phénotype attendu. De plus ce 
mutant induit une sur-activation de 
NF-κB, pouvant témoigner d’une 
altération d’un mécanisme 
d’inhibition. 
Sélection du mutant Δmmpl8.   
Echec de la complémentation 
  
Ces analyses confirment que le 
mutant induit une suractivation 
cellulaire dépendante de TLR2. 
Deux hypothèses sont envisageables :  
1) Surproduction d’un composé 
agoniste de TLR2 ou 2) Sous 
production d’un composé inhibiteur. 
  
Vérification de l’hypothèse  1 
Pas de modification au niveau de la 
production ni du pouvoir inducteur 
des lipoprotéines. Aucun gène n’est 
surexprimé, mmpl8 est sous exprimé. 
Vérification hypothèse 2 : Sous 





SGL est capable d’inhiber de 
façon dose dépendante l’activation 
cellulaire induite par des 
lipoprotéines. 
Le mutant Δmmpl8, ne produisant 
plus d’Ac
4
SGL, inhiberait moins bien 
la signalisation par TLR2. 
Etude du potentiel inhibiteur de l’Ac
4
SGL  
Etude du potentiel inhibiteur des extraits lipidiques  
  
Les extraits lipidiques présentent un 
fort potentiel agoniste et aucune 
inhibition n’est observée. Les extraits 
du mutant qui ne contiennent pas 
d’Ac
4
SGL, induisent une réponse plus 
faible que celle de la souche sauvage. 
L’effet inhibiteur de l’Ac
4
SGL n’est 
pas observé Les extraits lipidiques 
sont donc étudiés plus en détails. 
  
Les fractions contenant de l’Ac
4
SGL 




également. Or le mutant Δmmpl8 
accumule de l’Ac
2
SGL, mais ne 
l’exporte pas la surface 
Test cellulaire, pouvoir 
agoniste et antagoniste 
(THP-1 Dual,  
activation de NF-κB) 
Etude structure/fonction des sulfolipides pour l’activation 
cellulaire 
Evaluation du pouvoir 
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formes de sulfolipides 
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activation de NF-κB) 
Sulfolipdes  naturels et 
synthétiques 
Etude du taux d’expression des gènes du mutant  
Implication du gène mmpl8 dans le phénotype du mutant 
  
Cette analyse met en évidence le 
potentiel  inhibiteur des Ac
2
SGL et 
notamment d’un sulfolipide de 
synthèse le SL-2C16. 
La suite de l’étude s’intéressera à 
déterminer le mécanisme 
d’inhibition des sulfolipides. 
Hypothèse  1 
Hypothèse  2 
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V. Présentation des travaux de thèse 
Comme décrit précédemment, Mycobacterium tuberculosis (M. tb) exprime de nombreux 
MAMP reconnus par différents récepteurs de l’immunité innée. Cette étape de reconnaissance est 
essentielle à l’initiation et à la coordination de la réponse immunitaire globale de l’hôte infecté. En 
effet, l’action concertée de ces récepteurs se traduit d’une part par la phagocytose des mycobactéries 
et d'autre part par l’activation de voies de signalisation intracellulaire, aboutissant à la translocation 
de facteurs de transcription nucléaires (notamment NF-κB et AP-1) permettant l’expression et la 
régulation de gènes codant pour des cytokines et des chimiokines. La sécrétion de ces dernières 
permettra le recrutement au niveau du site infectieux d’autres acteurs de l’immunité innée qui vont à 
leur tour sécréter des cytokines, notamment TNF-α et IFN-γ, facteurs clefs de l’activation du pouvoir 
microbicide des macrophages. Cependant, M. tb est capable de moduler la réponse immune innée, 
favorisant ainsi sa survie dans les macrophages infectés. 
Dans ce contexte, mon travail de thèse a consisté à explorer les mécanismes utilisés par le 
bacille pour inhiber la réponse immune innée, en me focalisant plus particulièrement sur les 
composés immunomodulateurs de l’enveloppe de nature (glyco)lipidique. 
La stratégie utilisée a consisté à cribler en collaboration avec Priscille Brodin (Institut Pasteur 
de Séoul) une banque d’environ 11 000 mutants de transposition de M. tb sur la lignée 
macrophagique humaine THP-1 exprimant un système rapporteur de l’activation de NF-κB. Cette 
lignée exprime la plupart des PRRs impliqués dans la détection de M. tb : TLR2, 4, 9, Récepteur au 
Mannose, DC-SIGN, Mincle, NOD2. Soixante-quatre mutants, induisant une activation de NF-κB 
atypique (plus forte ou plus faible) par rapport à la moyenne des 11 000 mutants, ont ainsi été 
sélectionnés. 
Mes travaux de thèse ont commencé après cette étape de sélection (Figure 18). Ils ont 
consisté dans un premier temps à valider le phénotype des mutants avec un test plus robuste et à 
comparer leur comportement, non plus à celui de la moyenne des mutants, mais à celui de la souche 
sauvage. En parallèle, nous avons tenté d’identifier ces mutants de transposition afin de déterminer 
le site d’insertion du transposon dans le génome. Une fois la validation et l’identification réalisées, 
une nouvelle sélection a été opérée afin de se concentrer sur les mutants pour lesquels la réponse 
cellulaire induite était réellement modulée et un gène altéré pouvait avoir un impact sur la 
composition de l’enveloppe. Ces mutants, au nombre de 23, ont alors été caractérisés quant à la 
composition (glyco)lipidique de leur enveloppe.  
 A l’issue de cette caractérisation, un seul mutant, interrompu dans le gène mmpL8, a été 
sélectionné pour une étude approfondie car : i) il induisait une activation de NF-κB supérieure à la 
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souche sauvage et était donc susceptible d’être impacté dans un mécanisme d’inhibition utilisé par 
M. tb, et ii) il était altéré pour la biosynthèse de glycolipides spécifiques de M. tb, les sulfolipides, 
composés suspectés d’être impliqués dans la virulence du bacille. Enfin, je me suis attaché à 
déterminer par quels mécanismes moléculaires et cellulaires les sulfolipides étaient capables 
d’inhiber la réponse immune innée. 
Parallèlement, je me suis intéressé à un projet annexe. TLR2 joue un rôle majeur dans la 
détection des bactéries Gram positives. Il reconnaît des polymères macroamphiphiles de la paroi, tels 
que lipoprotéines, les acides lipotéichoïques (LTA) et les lipoglycannes mycobactériens (cf. 
«Mécanisme de reconnaissance » p23). Ces MAMP ont une structure basée sur une ancre lipidique 
formée par une cystéine acylée, un diacylglycérol glycosylé ou un mannosyl-phosphatidyl-myo-
inositol, repectivement. Il existe chez les bactéries Gram positives une quatrième classe de polymères 
macroamphiphiles, des lipoglycannes dont la structure de l’ancre lipidique est basée, non pas sur 
uneunité mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol comme chez les mycobactéries, mais sur une unité 
diacylglycérol glycosylée comme dans le LTA. Ces lipoglycannes atypiques sont produits par certaines 
Actinobactéries, telles que Micrococcus luteus [259, 260], Stomatococcus mucilaginosus [261] et 
Corynebacterium glutamicum [262]. Nous avons cherché à savoir si cette classe de lipoglycannes 
constituait également une famille de ligands de TLR2 et quelle était l’influence de la nature de l’ancre 




Chapitre II. Criblage à haut débit/ Sélection 
de mutants altérés pour des mécanismes 







Afin de décrypter les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la modulation de la réponse 
immunitaire innée par M. tb, nous avons criblé une banque d’environ 11 000 mutants de 
transposition de M. tb afin d’identifier des mutants induisant une réponse cellulaire augmentée ou 
diminuée dans des macrophages.  
Pour réaliser ce type de test, il est important de prendre en compte plusieurs paramètres. Le 
test nécessitera un très grand nombre de cellules macrophagiques. Ceci nous impose l’utilisation de 
lignées cellulaire et d’éviter l’utilisation de cellules primaires, sujettes à une variabilité inter-donneur 
et ne générant pas assez de cellules pour un seul donneur. De plus, la lignée cellulaire doit être 
significative pour la détection des mycobactéries et posséder un système rapporteur de l’activation 
cellulaire dont la mesure est simple et numérisable. 
 Ce chapitre de résultats décrit le test de criblage et la sélection des mutants de transposition. 
Ces travaux se décomposent en deux grandes parties, tout d’abord le criblage de la banque de 
mutants à l’Institut Pasteur de Séoul puis la validation des résultats du criblage et l’identification du 
site d’insertions du transposon dans le génome des mutants sélectionnés à l’Institut de 
Pharmacologie et Biologie Structurale à Toulouse.  
I. Criblage 
A. Présentation 
Pour étudier les mécanismes moléculaires de la détection du bacille par des macrophages, 
nous avons décidé d’utiliser une lignée macrophagique commerciale de Cayla/Invivogen, THP-1 Blue. 
En effet la lignée monocytaire/macrophagique THP-1 est classiquement utilisée comme cellule 
modèle pour les études avec M. tuberculosis [86, 263]. De plus la lignée THP-1 Blue exprime de 
nombreux PRR impliqués dans la détection de M. tb (Figure 19A) tels que les récepteurs TLR 1, 2, 6, 4, 
5, 8 ; le récepteur NOD 2 ainsi que des lectines de type C : récepteurs au mannose, Mincle ou DC-
SIGN. Elle possède également un système rapporteur de l’activation des facteurs de transcription NF-
κB et AP-1. Le système de révélation est très simple, une phosphatase alcaline sécrétée (SEAP) est 
mise sous le contrôle de ces facteurs de transcription. L’activation de la cascade de signalisation via la 
reconnaissance de PAMP par les PRR va induire la translocation des facteurs NF-κB/AP-1 dans le 
noyau et conduire à la production et la sécrétion de phosphatase alcaline. La production de SEAP 
pourra alors être mesurée avec un substrat chromogène induisant un changement de couleur du 
milieu de culture   
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Figure 19 : Criblage de la banque de mutants de transposition sur la lignée monocytaire/macrophagique 
THP-1 Blue 
(A) Détection de mycobactérie par la lignée THP-1.  La lignée THP-1 Blue exprime la plupart des récepteurs impliqués 
dans la reconnaissance des mycobactéries et produit une phosphatase alcaline sécrétée (SEAP) sous le contrôle des 
facteurs de transcription NF-κB et AP-1. Les éclairs rouges symbolisent l’activation de cascades de signalisation, les 
éclairs verts symbolisent une modulation de ces cascades. 
Le milieu de culture contient un substrat chromogène, substrat de la phosphatase alcaline sécrétée. L’induction 
cellulaire induit la production de SEAP qui va provoquer le changement de couleur du milieu (du rouge vers le bleu) qui 
pourra être quantifié par mesure de l’absorbance à 630 nm. 
(B) Logigramme du criblage. Les 11 000 mutants sont cultivés pendant 3 semaines en plaque 96 puits dans 200µl de 
milieu 7H9 et additionné de Tween afin d’éviter l’agrégation bactérienne. La lignée THP-1 Blue est cultivée pendant 5 
jours dans une flasque de 500 cm² en milieu RPMI. Le jour du test, les suspensions bactériennes sont diluées par 2 dans 
du PBS. La densité optique (à 595 nm) de chacun des puits est alors déterminée afin d’estimer la concentration 
bactérienne. Les différents mutants sont alors redistribués dans des plaques 384 puits à raison de 20µl de suspension 
bactérienne. Les cellules cultivées depuis 5 jours sont récupérées, dénombrées et distribuées dans les plaques 384 
puits directement sur les bactéries à raison de 15000 cellules par puits et un volume final de 50µl. l’activation de PRR 
par les bactéries va induire l’activation cellulaire, la sécrétion de la phosphatase alcaline et la modification de la couleur 









(Figure 19A). L’activation cellulaire, proportionnelle à la production de SEAP, pourra donc être 
évaluée par mesure de l’absorbance à 630nm. 
La banque de mutants de transposition utilisée pour cette étude nous a été fournie par le Dr 
Olivier Neyrolles (IPBS) [264]. Elle a été générée à partir de la souche GC1237 de M. tb. Il s’agit d’une 
souche « Pékin ». Ces souches apparues sur le continent est-asiatique sont très fortement impliquées 
dans l’épidémie de tuberculose sur ce continent. Elles présentent un phénotype hyper virulent [265, 
266] en développant des mécanismes d’échappement et d’inhibition de la réponse cellulaire [267].  
La Figure 19B illustre le procédé du criblage. Les mutants de la banque sont cultivés pendant 
3 semaines en plaque 96 puits dans du milieu 7H9 en présence de Tween. L’addition de Tween en 
limitant l’agrégation bactérienne permet d’estimer la concentration bactérienne par mesure de 
densité optique et d’assurer une meilleure homogénéité de la quantité de bactéries distribuées d’un 
puits à l’autre. Dans le test utilisé, l’intensité de la réponse cellulaire est directement dépendante de 
la quantité de bactéries mises en contact avec les cellules (MOI : « Multiplicity Of Infection »). Il est 
donc important que la MOI soit la même d’un mutant à l’autre, ou à défaut, de connaitre la quantité 
de bactéries utilisée pour chacun des mutants afin de permettre une normalisation ultérieure de la 
réponse. La deuxième option, moins robuste mais plus simple à mettre en œuvre dans un test à haut 
débit, a été choisie. Le jour du test, la densité optique de chacun des puits est déterminée afin 
d’estimer la concentration bactérienne. Les différent mutants sont alors redistribués dans des 
plaques 384 puits. Les cellules THP-1 sont alors ajoutées directement sur les bactéries. Après une 
incubation pendant 12 h, la mesure de l’absorbance à 630 nm du milieu de culture cellulaire permet 
d’évaluer l’activation de NF-κB. A l’issue du test, un score a été attribué à chaque mutant en prenant 
en compte le taux d’activation de NF-κB (absorbance à 630 nm du milieu de culture cellulaire) et la 
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Figure 20 : Résultat du criblage 
En prenant en compte l’activation cellulaire et la concentration bactérienne, un score est calculé 
pour chaque mutant. La moyenne et la variance de l’ensemble des résultats permet de calculer un 
Z score afin de comparer les mutants à la tendance générale. 
(Figure de Priscille Brodin) 
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B. Résultats du criblage et sélection des mutants 
La plupart des mutants présentent une capacité à induire une activation cellulaire très 
similaire entre eux (Figure 20). En effet, on peut supposer que dans la plupart des cas l’impact de 
l’altération d’un gène n’aura que peu d’effet sur la capacité du mutant à induire une réponse 
cellulaire. Ainsi, une tendance générale a pu être dégagée. Cette tendance présente l’avantage d’être 
très robuste statistiquement car établie sur plusieurs milliers de mutants et permet d’illustrer une 
induction de la réponse cellulaire standard. 
 A partir de cette tendance, les valeurs ont été normalisés entre elles en calculant un Z score, 
afin de comparer les mutants entre eux. Un seuil positif et un seuil négatif ont été définis afin de 
sélectionner les mutants les plus éloignés de la tendance générale. Ainsi 30 mutants ont été 
sélectionnés pour leur potentiel d’activation cellulaire extrêmement fort et 34 mutants pour leur 











Enzymes de restriction utilisées 
Site d’insertion du 
transposon 
1 + -0,17 Sal1, Xho1, BglII, BamH1   
2 + -0,31 Sal1 rv1068c-rv1069c 
3 + -0,05 Sal1 rv2187 
5 + -0,09 Sal1 rv2351c-rv2352c 
11 + -0,26 
Sal1, Xho1, BglII, BamH1, Sac1, 
HindIII, NotI 
  
12 + -0,28 Sal1 rv1510 
21 + -0,4 Sal1, Xho1, BglII, Sac1, HindIII, NotI   
23 + -0,01 Sal1, Xho1, BglII, BamH1   
24 + -0,27 Sal1, Xho1 rv3109 (moaA1) 
26 - -0,04 
Sal1, Xho1, BglII, BamH1, Sac1, 
HindIII, NotI 
  
28 + -0,01 Sal1, Xho1, BglII, BamH1   
29 - -0,11 Sal1, Xho1, BglII, BamH1 rv0928 (pbp-3) 
31 + 0,05 Sal1 rv3485c 
37 + -0,22 Sal1, Xho1, BglII, BamH1 rv0032 (bioF2) 
50 + 0,26 
Sal1, Xho1, BamH1, Sac1, HindIII, 
NotI 
rv2067c 
53 + -0,11 Sal1, Xho1, BglII, BamH1   
54 + 0,08 Sal1, Xho1, BglII, BamH1 rv2066 
55 + -0,1 Sal1, Xho1 rv3350c 
60 - 0,31 Sal1 rv3112 (moaD1) 
61 + 0,21 Sal1, Xho1 rv3112 (moaD1) 
62 + 0,18 Sal1, Xho1 rv3823c (mmpl8) 
63 - -0,26 Sal1, Xho1, BglII, BamH1 rv0032 (bioF2) 
64 + 0,1 Sal1, Xho1, BglII, BamH1   
Tableau 2 : Validation des mutants sélectionnés lors du criblage et identification des gènes altérés 
Ce tableau récapitule les différentes enzymes utilisées. Les enzymes en gras sont celles ayant permis 
d’identifier le site d’insertion du transposon dans le génome du mutant. 
Résultat du criblage : à l’issue du criblage les mutant sélectionnés pour des forts potentiels d’activation 
cellulaire sont annotés (+) et ceux présentant des faibles potentiels (-). 
Score de validation : le score est établi en comparant la capacité d’activation cellulaire du mutant à celle de la 
souche sauvage. 
  
Figure 21 : Validation du criblage. 
(A) Activation des cellules THP-1 en fonction de la  MOI. Le pouvoir inducteur de chaque mutant (bactéries 
vivantes) a été testé à différentes MOI sur la lignée THP-1 Blue. Dans une plaque 96 puits, 6 mutants sont 
testés en parallèle a raison de 6 doses d’infection en duplicat. Pour chaque plaque, une dose réponse de la 
souche sauvage est réalisée enfin de comparer la réponse induite par les mutants à celle obtenue avec la 
souche sauvage. Cette expérience est répétée plusieurs fois afin que chaque mutant soit testé au moins sur 
trois expériences et cultures indépendantes. 
(B) Moyenne des scores des mutants. La réponse induite par chaque mutant est comparée à celle de la 
souche sauvage. Un score est déterminé pour la MOI 33. Après trois expériences indépendantes, la 
























































II. Validation du criblage 
 
Mes travaux de thèse ont démarré à ce stade. Les 64 mutants sélectionnés ont été envoyés à 
l’IPBS et remis en culture. Malheureusement, malgré plusieurs tentatives, seuls 23 d’entre eux sont 
repartis en croissance. Parmi eux, 5 étaient identifiés comme présentant une induction cellulaire 
faible et 18 une induction forte (Tableau 2). 
Avant d’étudier plus avant les 23 mutants sélectionnés, il était nécessaire de valider leur 
phénotype. Nous avons utilisé un protocole de validation qui reprend le principe du test de criblage 
mais présente une plus grande robustesse. Tout d’abord, la capacité d’induction de chacune des 
souches mutantes n’est plus comparée à la tendance générale (qui donnait une force statistique au 
test de criblage), mais directement à celle de la souche sauvage, qui est la véritable référence. 
Ensuite, le pouvoir inducteur de chaque mutant, et de la souche sauvage, a été testé à différentes 
MOI sur la lignée THP-1 Blue. Le test a été réalisé en plaque 96 puits en utilisant 6 doses d’infection 
en duplicat et au moins sur trois expériences et cultures indépendantes. La MOI, paramètre critique, 
est ici calibrée avant le test pour chaque mutant. 
 Comme attendu, la réponse induite par les bactéries est dépendante de la MOI (Figure 21A). 
Il apparait que le profil d’induction est de type sigmoïdal entre les MOI de 3 et 33. A partir de MOI 
100 et au-delà, la dose de bactéries devient toxique pour les cellules. Ainsi pour chacun des mutants, 
la sigmoïde obtenue n’est que partielle (absence du plateau de réponse maximale), ne permettant 
pas de déterminer une EC50 pour les différentes souches. En outre, nous avons constaté que 
l’intensité de la réponse cellulaire pouvait varier d’un essai à l’autre. Afin de pallier ce problème de 
variabilité, qui peut également apparaitre d’une plaque à l’autre, nous avons donc décidé de 
déterminer pour chaque mutant, au sein d’une même plaque, un score comparant l’intensité de la 
réponse du mutant à celle de la souche sauvage pour une MOI donnée. Nous avons choisi la MOI 33 
car elle permettait d’avoir un bon niveau de réponse tout en évitant les problèmes de toxicité des 













La normalisation par l’absorbance à 630nm obtenue avec la souche sauvage permet de 
comparer et de faire la moyenne des scores d’un essai à l’autre. Le score final est la moyenne d’au 








Les essais faisant intervenir des cellules et des bactéries vivantes (dites double vivo) 
présentent une variabilité importante (Figure 21B). Il apparait que de nombreux mutants n’induisent 
pas une réponse significativement différente de celle de la souche sauvage (Figure 21B). Ainsi les 
mutants, 1, 29, 53, 55, 5, 3, 26, 28, 23, 31, 54 et 64, ont été écartés car ils présentaient un score très 
proche de zéro (réponse similaire à celle du sauvage), ou un écart-type très important ne permettant 
pas d’établir de réelle différence avec la souche sauvage.  
En revanche, cinq mutants induisent une réponse significativement plus faible que la souche 
sauvage : les mutants 21, 2, 12, 24 et 63 et quatre induisent une réponse significativement plus 
forte que la souche sauvage : les mutants 50, 60, 61, 62. 
La comparaison des résultats du criblage et de ceux issus de leur validation (Tableau 2 
colonnes 2 et 3) met en évidence une très faible corrélation entre les deux tests. En effet un grand 
nombre de mutants ayant été sélectionnés pour leur pouvoir inducteur fort, présentent un profil 
faible d’induction lors des tests de validation et inversement le mutant présentant la plus forte 
capacité d’induction lors des tests de validation avait été sélectionné pour son pouvoir faible lors du 
criblage. Seuls les mutants 50, 61 et 62 présentent un pouvoir d’induction fort lors des tests de 
criblages et de validation. Il apparait donc que le criblage a conduit à la sélection de nombreux faux 
positifs. D’une part la robustesse du test de criblage était faible (monodose, triplicat) et d’autre part, 
un des points critiques lors de la stimulation des lignées cellulaires par des bactéries est la MOI 
d’infection. Lors du criblage la MOI n’était pas calibrée mais normalisée a posteriori. Or, comme le 
montre la Figure 21A, l’activation de NF-κB ne varie pas linéairement avec la MOI, mais de façon 
sigmoïdale. De plus, avec de fortes MOI, la réponse cellulaire diminue car la quantité de bactéries 
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Figure 22 : Technique de LM-PCR 
La technique de « ligation-mediated » PCR permet d’amplifier une séquence inconnue en l’encadrant avec des séquences 
connues. On peut alors utiliser des amorces spécifiques des séquences connues et réaliser une PCR pour amplifier la 
séquence inconnue. Ici la séquence inconnue est le site d’insertion du transposon dans le génome mycobactérien. La 
séquence du transposon étant connue, on peut  utiliser une amorce spécifique du transposon. Il faut ensuite insérer une 
deuxième séquence connue. Pour cela, l’ADN génomique  mycobactérien est récupéré et découpé avec des enzymes de 
restriction qui génèrent des sites de coupure à bord cohésif. La séquence du site de coupure étant connue, un brin d’ADN 
(linker court) préparé à cet effet peut venir s’appareiller avec les sites de coupure. Ceci permet d’amener au niveau des 
sites un autre brin d’ADN (linker long) dont la séquence est connue. Une ligase est utilisée pour lier de façon covalente la 
deuxième séquence connue au niveau des sites de coupures. Une PCR peut alors être réalisée en utilisant des amorces 
spécifiques des deux séquences connues.  Bien que le génome mycobactérien présente de nombreux sites de coupure, 





















































































III. Identification du site d’insertion du transposon 
Afin de faciliter l’étude du phénotype des mutants, le site d’insertion du transposon dans leur 
génome a été identifié révélant ainsi un éventuel gène dont l’expression pourrait être altérée. 
A. Technique de LM PCR 
L’identification du site d’insertion du transposon a été réalisée grâce à la technique de 
« ligation-mediated PCR (LM-PCR) » [268]. Cette dernière consiste à utiliser la séquence du 
transposon, qui est connue, pour amorcer une amplification dirigée vers l’extérieur du transposon 
(Figure 22). Le brin d’ADN obtenu contiendra un morceau de la séquence du transposon et un 
morceau de la séquence génomique du bacille situé en périphérie du transposon. Le séquençage de 
ce brin permet d’identifier le site d’insertion du transposon dans le génome du bacille. Pour que cette 
méthode de PCR soit efficace et spécifique, l’ADN bactérien doit être digéré préalablement par une 
enzyme de restriction à bord cohésif afin d’hybrider un « linker court » au niveau du site de coupure. 
Ce linker permettra d’hybrider un nouveau linker, « linker long » qui servira d’amorce pour 
l’amplification. Le linker « long » est lié à l’ADN génomique en utilisant une ligase. Le linker court ne 
peut se lier car il a été déphosphorylé en 5’. Une fois toute ces étapes effectuées, on obtient de l’ADN 
mycobactérien découpé en fragments de différentes tailles avec un linker « long » greffé sur chacun 
d’eux. Une amplification est alors réalisée entre l’une des extrémités du transposon et le linker long. 
Comme le montre la Figure 22, l’amplification n’est possible qu’avec les fragments contenant 
l’extrémité du transposon. Les autres fragments d’ADN génomique ne sont pas amplifiés. Après la 
PCR, le mélange de fragments est séparé sur gel d’agarose et les bandes obtenues sont découpées 
pour récupérer les fragments d’ADN. Ces fragments contenant théoriquement une partie de la 
séquence du transposon et une autre spécifique du génome mycobactérien, une amorce spécifique 
du transposon est utilisée pour initier le séquençage vers la partie spécifique du génome 
mycobactérien. Le choix de l’enzyme de restriction est très important pour la réussite de cette 
approche. En effet, elle doit générer des fragments à bords cohésifs d’au minimum 4 paires de bases 
et ne doit pas couper au niveau des extrémités du transposon car l’amplification serait alors 
impossible. Les bords cohésifs ne seront pas les mêmes d’une enzyme à l’autre, il faudra donc réaliser 
plusieurs linkers « courts ». De plus, le choix de l’enzyme définit la position des sites de coupure et la 
taille des fragments d’intérêt encadrant le site d’insertion du transposon. Si les sites sont trop près du 
point d’insertion du transposon, le brin sera trop court et ne permettra pas une identification du gène 








Figure 23 : Identification du site d’insertion du transposon. 
(A) et (B) Séparation des produits de PCR réalisés avec l’amorce A ou A’ sur gel d’agarose. 
Les brins d’ADN obtenus à l’issue de la PCR  entre le linker long et les primers A ou A‘ sont séparés sur 
gel d’agarose 2%. Parmi les bandes obtenues, on découpe le gel autour d’une bande spécifique à un 
mutant afin d’extraire ce brin du gel. 
(C) Séquençage des brins d’ADN amplifiés et récupérés dans le gel d’agarose Les brins récupérés sont 
envoyés à séquencer. La séquence est constituée de plusieurs portions spécifiques du transposon ou 
du génome mycobactérien. Le programme BLAST permet d’identifier l’origine des différentes portions 
appartenant au génome de souche de M. tuberculosis H37Rv (rouge) afin d’identifier le site d’insertion 




B. Identification des sites d’insertion 
Nous avons choisi de commencer l’identification avec l’enzyme de restriction SAL1 car cette 
enzyme a été utilisée avec succès dans les travaux de référence effectués avec cette banque de 
mutants [268] (Tableau 2). En Figure 23, sont représentés les résultats obtenus pour 6 mutants pris 
comme exemple. Après les étapes de digestion enzymatique, liaison et amplification par PCR, les 
fragments obtenus ont été séparés sur gel d’agarose (Figure 23A et B). Après migration et révélation 
au BET, les bandes les plus intenses ont été sélectionnées et les fragments d’ADN correspondants ont 
été séquencés. Le résultat du séquençage des 6 fragments sélectionnés est montré en Figure 23C. 
Dans certains cas, la quantité d’ADN n’est pas suffisante et le séquençage ne peut être effectué 
correctement (M1). Dans d’autres cas, le site de coupure est trop proche de l’extrémité du 
transposon et ne permet pas d’identifier la séquence génomique en aval du point d’insertion du 
transposon (M11). Dans les cas d’une séquence suffisamment longue, la partie contenant l’ADN du 
transposon est identifiée et la partie aval correspondant à de l’ADN mycobactérien peut être 
attribuée à une zone du génome. Il arrive cependant que l’on obtienne des séquences tronquées 
(M11), non spécifiques (M1) ou contenues à l’intérieur du transposon (M63). Dans ce dernier cas, ce 
résultat a été attribué à un mauvais repliement du transposon. Une amplification utilisant un linker 
spécifique de l’autre extrémité du transposon a permis cependant d’identifier le site d’insertion du 
transposon dans le mutant 63. Dans le cas des mutants 5, 31 et 60, le résultat du séquençage est 
informatif. Il permet alors d’identifier l’ADN mycobactérien encadré d’un côté par le transposon et de 
l’autre par la séquence du linker d’amplification (linker « long »).  
Pour les 23 mutants, l’utilisation de différentes enzymes de restriction (Sal1, Xho1, BglII, BamH1, 
Sac1, HindIII et NotI) a permis d’obtenir des brins d’ADN à séquencer. Pour 8 mutants, bien que les 
brins obtenus contiennent une partie spécifique de l’extrémité du transposon, ils ne contiennent pas 
d’ADN mycobactérien, mais une séquence spécifique de la β-galactosidase d’E.coli. Malgré plusieurs 
tentatives nous retrouvons cette séquence et n’avons pas identifié son origine. Pour les 15 autres 
mutants, le site d’insertion du transposon a pu être identifié (Tableau 2). Dans la plupart des cas, le 
transposon est inséré au milieu d’un gène mais dans le cas des mutants 2 et 5 il est inséré entre deux 





Figure 24 : Métabolisme de la biotine 
Le métabolisme de la biotine est impliqué dans la 
biosynthèse d’acides gras, tels que les acides 
mycoliques chez les mycobactéries. 
Le gène bioF2  a été identifié par homologie de 
séquence au gène bioF1. Il serait impliqué dans la 
biosynthèse du 8-amino-7-oxonoanoate un 
précurseur de la biotine. 








Figure 25 : Métabolisme du cofacteur au 
molybdène. 
Le cofacteur au molybdène est un intermédiaire 
indispensable pour la biosynthèse d’une large 
gamme d’enzymes. MoaD intervient dans l’ajout 
des deux groupements thiols (formant ainsi la 
molybdoptérine) qui permettront de fixer le 
molybdène afin de former le  cofacteur au 
molybdène.  
















IV. Sélection des mutants et étude bibliographique 
Nous nous sommes ensuite focalisés sur les mutants dont la réponse cellulaire induite est 
significativement différente de celle de la souche sauvage (Figure 21). Les mutants 2, 12 et 50 sont 
altérés pour des gènes codant pour des protéines dont la fonction n’est pas décrite (Tableau 2). Nous 
avons donc décidé de ne pas poursuivre l’étude des mutants 2 et 12. L’étude du mutant 50 a été 
poursuivie car il présente un pouvoir d’induction fort très marqué. Les mutants 37, 63 et 60, 61 ont 
été identifiés comme étant des mutants des gènes bioF2 et moaD1, respectivement. Le mutant 62 est 
altéré pour le gène mmpl8. La suite de cette étude a été focalisée sur les mutants suivants : 50, 60, 
61, 37, 63 et particulièrement le mutant 62. 
Il est important de noter que les mutants 37/63 et 60/61, altérés pour les même gènes, 
présentent à l’issue de la validation du criblage des scores très similaires, respectivement. Cette 
donnée illustre donc la force des résultats obtenus lors de la validation du criblage. 
A. Présentation des gènes interrompus 
1. Mutants 37 et 63, altérés pour le gène bioF2 
Les mutants 37 et 63 sont altérés pour le gène bioF2. La fonction du gène a été proposée par 
homologie de séquence avec le gène bioF1. Il est potentiellement impliqué dans la biosynthèse du 8-
amino-7-oxonoanoate, un précurseur de la biotine (Figure 24). Chez M. tuberculosis, la voie de 
biosynthèse de la biotine est nécessaire durant l’infection. Ainsi la suppression de la voie de 
biosynthèse de la biotine conduit à la mort du bacille in vivo ou en condition auxotrophe [269]. La 
biotine est nécessaire à la biosynthèse d’acides gras et notamment les acides mycoliques (Figure 24, 
[270], [271]). 
2. Mutants 60 et 61, altérés pour le gène moaD1 
Le gène moaD1 code pour une enzyme intervenant dans la synthèse du cofacteur 
enzymatique au molybdène (Mo-Co) et plus précisément la synthèse de la molybdoptérine (Figure 
25). Le Mo-co intervient dans la synthèse des enzymes possédant un cœur de molybdène tels que des 
xanthine oxydases, sulphite oxydases, nitrate réductases mais également les biotine sulfoxyde 
réductases [272, 273]. Une étude menée par Priscille Brodin et Olivier Neyrolles utilisant la même 
banque de mutants a identifié le gène moaD1, et d’autres gènes intervenant dans la biosynthèse de 
la molypdoptérine, comme étant impliqués dans l’inhibition de la fusion phagosome-lysosome dans le 









Figure 26 : Structure du transporteur Mmpl3 




1. Mutant 62 altéré pour le gène mmpl8 
a) Mmpl8 est impliqué dans la biosynthèse des sulfolipides 
Le gène mmpl8 code pour le transporteur du même nom. Ce dernier est essentiel pour la 
biosynthèse d’un composé majeur de l’enveloppe de M. tb, le sulfolipide tétra-acylé (Ac4SGL). Les 
sulfolipides sont une famille de molécules spécifiques de l’enveloppe de M. tb qui se caractérisent par 
un tréhalose sulfaté pouvant être de mono- à tétra-acylé (Figure 27A). L’inactivation conduit à 
l’accumulation de sulfolipide di-acylé (Ac2SGL) et la disparition de l’Ac4SGL [274]. Les sulfolipides sont 
depuis longtemps suspectés d’être des facteurs de virulence de M. tb (Voir paragraphe suivant). 
b) Les transporteurs Mmpl 
Les protéines Mmpl sont des transporteurs membranaires impliqués dans la translocation de 
lipide du cytosole vers la paroi du bacille. Douze transporteurs Mmpl ont été identifiés chez M. tb. Un 
seul est essentiel à la viabilité du bacille, il s’agit de Mmpl3 [275] impliqué dans le transport d’acides 
mycoliques sous forme de tréhalose monomycolate [276]. Quatre autres ont été décrits pour avoir un 
impact sur la virulence du bacille dans modèle murin [275] : Mmpl4/7/8/11. Mmpl4 est impliqué dans 
le transport de sidérophore, permettant au bacille de contrôler l’apport ou l’export d’ion métallique 
[277]. Mmpl4 est également connu pour être impliqué dans la biosynthèse de glycopeptidolipides 
dans d’autres espèces du genre Mycobacterium [278]. Le transporteur Mmpl7 est impliqué dans la 
translocation du phiocérol dimycocérosate [245] qui a été décrit pour être un facteur de virulence 
majeur du bacille (cf p.). Mmpl11 est impliqué dans le transport d’acide mycolique [279], sous forme 
de tri-acyl glycérol. Et enfin Mmpl8 impliqué dans la translocation des sulfolipides [280, 281].  
B. Les sulfolipides de M. tuberculosis 
1. Biosynthèse 
L’Ac4SGL (anciennement appelé Sulfolipide-1) est la forme acylée la plus abondante. Il est 
constitué d’un cœur tréhalose-2-sulfate (T2S) portant 4 acides gras : une chaine courte (palmitate ou 
stéarate) et 3 chaines longues méthylées et hydroxylées (hydroxy-phthiocéranate, HPA, Figure 27B). 
La biosynthèse des sulfolipides commence avec la sulfotransférase Stf0 qui sulfate un tréhalose en 
position 2 afin de générer le T2S [282] (Figure 27B). L’acyltransférase PapA2 estérifie le T2S en 
position 2’ afin de générer l’intermédiaire monoacylé, Ac1SGL [283]. Cette intermédiaire est acylé en 
3’ par l’acyltransférase PapA1 avec une chaine (hydroxy)phthioceranoyl (HPA) [283] et forme l’Ac2SGL 
(ou SL1278). Cette chaine HPA est synthétisée par la polykétide synthase Pks2 en utilisant un 
précurseur de chaine d’acide gras fourni par l’enzyme FadD23 [284, 285]. Les acylations de l’Ac2SGL 
en 6 et 6’ par les chaines (hydroxy)phthioceranoyl permettent de former l’Ac4SGL. Ces dernières 




Figure 27 : Biosynthèse des sulfolipides 
(A). Cluster des gènes de biosynthèse des sulfolipides , biosynthèse de sulfolipides et structures 
des différents précurseurs de l’Ac4SGL. Adapté de Seeliger& al, 2012 






















Ac2SGL comme donneur et accepteur de chaine HPA. Cette enzyme prélève une chaine HPA 
sur un Ac2SGL pour le transférer sur un autre Ac2SGL et former un Ac3SGL (ou vers un Ac3SGL pour 
former un Ac4SGl). L’Ac2SGL donneur transformé en Ac1SGL sera de nouveau acylé par PapA1 et 
pourra de nouveau interagir avec Chp-1 comme donneur ou accepteur de chaine HPA. Des tests in 
vitro ont également montré que Chp-1 pouvait également réaliser l’hydrolyse inverse de l’Ac4SGL et 
former de l’Ac3 ou Ac2SGL. C’est ici qu’entre en jeu le transporteur Mmpl8 et la protéine Sap. En 
transportant les sulfolipides [274, 287], à travers la membrane plasmique il permet d’éviter leur 
recyclage par Chp-1 [286]. La protéine Sap potentialise le transport de l’Ac4SGL au dépend des formes 
di- et tri- acylées qui pourront être finalisées par Chp-1. La délétion de mmpl8 abolit la production de 
Ac4SGL et provoque l’accumulation de formes di-acylées et dans un moindre mesure de formes tri- 
acylés [274, 287]. Il a donc été envisagé que le transporteur Mmpl8 permet la mise en place d’un 
complexe macromoléculaire regroupant PapA1, PapA2, Pks2, Chp-1, Mmpl8 et Sap. La collaboration 
de ces enzymes permet de préserver l’Ac 4SGL et favorise le recyclage de l’Ac1SGL en Ac2SGL [286].  
A ce jour, le mécanisme de transport de l’Ac4SGL, à travers la paroi, jusqu’à la 
mycomembrane n’est pas encore connu.  
2. Modulation de la réponse cellulaire 
Plusieurs études se sont intéressées au potentiel des sulfolipides pour la modulation de la 
réponse cellulaire. Ainsi dès 1976, il a été montré que les sulfolipides extraits de M. tuberculosis 
préviennent la fusion phagosome-lysosome dans les macrophages [288]. D’autres travaux ont montré 
que les sulfolipides sont capables de diminuer la production des réactifs oxygénés par des monocytes 
différenciés avec du phorbol myristate acétate (PMA) et stimulés avec différents composés tels que 
du LPS [289], du TDM, ou de l’IL-8 [290]. Ces études montrent également que les sulfolipides n’ont 
aucun effet sur la différentiation des monocytes. Ils ont également été décrits pour induire la 
production de réactifs oxygénés par des neutrophiles de façon dépendante du calcium [291, 292]. 
Enfin, une étude plus récente a démontré que les sulfolipides diminuent de façon dose dépendante la 
production de TNF-α chez des macrophages alvéolaires stimulés avec du TDM [293] ainsi que la 
réponse inflammatoire chez la souris. Cependant, s’il semble clair que les sulfolipides possèdent des 
propriétés inhibitrices de l’activation des cellules immunitaires, aucun mécanisme moléculaire à la 
base de ces propriétés n’a été décrit. 
3. Impact sur la virulence 
L’impact des sulfolipides dans la virulence de M. tb est sujet à controverse. Des publications 
des années 1970 ont montré une corrélation entre la virulence des souches de M. tuberculosis et leur 








Figure 28 : Schéma du traitement des voiles mycobactériens pour l’analyse de la composition de 
l'enveloppe 
 
Voile de Mycobactéries 





Analyse  des composés 







Etude du pouvoir 
agoniste ou inhibiteur 
des extraits  et fractions 
sur lignées cellulaires 
Débris bactériens 
Extrait éthanol/eau 


























Lipoprotéines PIM, TDM Sulfolipides, 
TDM, DAT, DIM 
LAM, LM 
Elimination des acides 
nucléiques, du glucane, 
et des protéines 
Phase aqueuse 
Lipoglycannes 
Partition des lipides 
Extraction des lipides 
Extraction des lipoprotéines, 
lipoglycannes et glycanes 
Figure 29 : Analyse pas électrophorèse sur gel SDS-PAGE des 
lipoglycannes de M. tuberculosis. 
Après digestion enzymatique, dialyse et lyophilisation, les extraits de 
lipoglycannes purifiés sont pesés puis repris dans l’eau. Un volume 
d’extraits équivalent à 10µg de masse sèche est déposé dans le gel. La 
migration provoque la séparation des lipoglycannes de taille 
différente. Après coloration au nitrate d’argent, le gel présente deux 






génétique. Des études plus récentes ont démontré que des mutants, invalidés pour le gène mmpl8 
dans la souche Erdmann et H37Rv, présentent une virulence atténuée chez la souris [281]. Cependant 
d’autres travaux, faisant intervenir des mutants dont la biosynthèse de toutes les formes de 
sulfolipides est abolie (mutants du gène pks2 ou sft0), n’ont observé aucun impact sur la virulence 
[283, 296]. Enfin, une publication récente a démontré que l’abolition totale de la production des 
sulfolipides conduit à une atténuation de la virulence des bacilles mais seulement chez une souche 
dont la biosynthèse des phtiocerol dimycocérosates (DIM) est également abolie [297]. 
L’ensemble de ces données suggère donc que les sulfolipides sont des modulateurs 
(globalement inhibiteurs) tant de l’activation cellulaire que de la réponse inflammatoire de l’hôte. 
V. Analyse de la composition en (glyco)lipides et lypoglycanes de 
l’enveloppe 
Notre équipe s’intéresse particulièrement aux (glyco)lipides de l’enveloppe de M. tb qui sont 
des composés majeurs de la modulation de la réponse immune innée (cf. introduction). Les mutants 
sélectionnés sont altérés pour des gènes de la biosynthèse de composés de l’enveloppe ou du 
métabolisme général et pourraient donc être impactés pour la composition de leur enveloppe. Nous 
avons donc entrepris une analyse de la composition en (glyco)lipides de l’enveloppe des mutants 
comparativement à la souche sauvage, afin de déterminer si la modification de cette composition 
pouvait être à l’origine du phénotype des mutants. 
Pour le criblage à haut débit et pour les tests de validation, les mutants ont été cultivés en 
milieu 7H9 pendant 4 semaines environ, en présence de détergent afin d’éviter l’agrégation des 
bacilles et ainsi obtenir des suspensions bactériennes plus homogènes et plus adaptées aux 
expériences d’infection. L’étude des composés lipidiques de l’enveloppe nécessitant une grande 
quantité de biomasse, cette méthode de culture n’est pas adaptée. Nous avons donc choisi de 
cultiver les mutants en voile dans du milieu Sauton, en absence de détergent et sur des durées plus 
importantes, environ 8 semaines, permettant ainsi de générer plus de biomasse. Cette modification 
des conditions de culture peut avoir un impact très important sur la composition de l’enveloppe des 
mutants et peut être différente d’un mutant à l’autre. Nous avons donc vérifié, in fine, que le mutant 
sélectionné présentait toujours le même phénotype sur les cellules THP-1 lorsqu’il est cultivé dans ces 
nouvelles conditions. 
Les bactéries cultivées en voile ont été soumises à une extraction chloroforme/méthanol 
pour récupérer les (glyco)lipides ; puis les lipoglycannes ont été extraits par un mélange éthanol/eau 






Figure 30 : Dosage par électrophorèse 
capillaire des monosaccharides des fractions 
de lipoglycannes des mutants. 
Les bactéries sont inactivées à la chaleur puis 
soniquées. La concentration protéique est 
déterminée pour normaliser les extraits entre eux. 
Les monosaccharides contenus dans les 
lipoglycannes sont libérés par hydrolyse acide 
totale et marqués par un fluorophore, le 1-
aminopyrène-3, 6,8-trisulfonate (APTS). Le rapport 
APTS/monosaccharide étant de 1/1, pour les 
différents types de sucre, il est possible, avec 
l’ajout d’un témoin interne, de doser et de 
comparer la concentration des différents sucres 













































Dosage des monosaccharides normalisé par la 




A. Composition en lipoglycannes 
Les lipoglycannes sont des ligands majeurs des récepteurs de l’immunité. Le LM, ligand de 
TLR2, possède des propriétés pro-inflammatoires (cf. p27). Le ManLAM, via la liaison aux lectines de 
type C, DC-SIGN et MR, montre des propriétés plutôt immunosuppressives (cf. p31 et p35) 
L’abondance relative du LAM et du LM et leur intégrité structurale (évaluée par le poids 
moléculaire apparent) ont été déterminées de manière qualitative par électrophorèse sur gel SDS-
PAGE. Sur gel SDS-PAGE, le LAM et le LM sont séparés en fonction de leur taille, le LM migrant à un 
poids moléculaire apparent plus faible (Figure 29). Avant l’analyse les extraits sont traités par 
digestion enzymatique pour dégrader les acides nucléiques, les glucanes et les protéines. Les extraits 
sont ensuite normalisés par mesure de la concentration protéique et déposé sur le gel. La quantité 
d’extraits éthanoliques, déposée pour les différentes souches, a été normalisée par pesée. Tous les 
mutants montrent des bandes correspondant au LAM et au LM avec des poids moléculaires 
apparents identiques à ceux de la souche sauvage (Figure 29), indiquant que les lipoglycannes ne 
semblent pas être altérés au niveau de leur structure. La quantité relative de LAM et de LM, dans les 
mutants 62 et 63 (non montré) semble être identique à celle de la souche sauvage. En revanche, les 
mutants 37 (non montré) et 60 semblent présenter une diminution de la quantité relative de LM. Le 
mutant 50 présente une légère diminution de la quantité de LAM. 
Afin d’obtenir des données quantitatives, un dosage des monosaccharides après hydrolyse 
acide totale des extraits de lipoglycannes a été réalisé (Figure 30). Cette analyse permet d’avoir une 
mesure précise de la quantité de mannose et d’arabinose contenus dans les fractions et de 
déterminer si la proportion relative de LAM et de LM varie, sachant que seul le LAM contient de 
l’arabinose. Pour chaque extrait, la concentration protéique est déterminée et servira de référence 
pour normalisation. Les extraits sont ensuite traités par digestion enzymatique, et les lipoglycannes 
récupérés par dialyse.  
Les monosaccharides sont libérés par hydrolyse acide totale et marqués par un fluorochrome, le 1-
aminopyrène-3,6,8-trisulfonate (APTS) [154]. Le rapport APTS/monosaccharide étant de 1/1, il est 
possible, avec l’ajout d’un standard interne, de déterminer la quantité absolue de monosaccharides. 
Le dosage de l’arabinose et du mannose n’indique aucune différence entre les mutants 62, 63 et la 
souche sauvage comme cela avait été observé avec les gels SDS-PAGE. En revanche le dosage de 
l’extrait du mutant 37 ne semble indiquer aucune différence alors que les gels SDS-PAGE révélaient 
une diminution de l’abondance relative de LM. Le dosage réalisé sur les mutants 50 et 61, indique 
une diminution de la quantité de mannose. Ces données traduiraient une diminution du LM. 
Cependant, cette conclusion n’est pas corrélée avec les observations faites sur gels SDS-PAGE.  
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Figure 32 : Spectre de masse MALDI-TOF en mode négatif des extraits acétone soluble 
Les extraits lipidiques sont déposés sur la cible avec de la matrice HABA dans une solution eau/éthanol (1 :1, 
v/v) et analysés avec un spectromètre de masse MALDI-TOF en mode négatif avec réflectron. 
(A) Spectre de l’extrait de la souche sauvage. On retrouve des sulfolipides tétra-acylés en abondance ainsi que 
des sulfolipides di-acylés. 
(B) Spectre de l’extrait de la souche mutante. On retrouve le phénotype des souches  ∆mmpl8, avec la 
disparition des formes tétra-acylés et accumulation de di-acylés. 
A B Souche sauvage Souche mutante 62 
Figure 31 : Analyse comparative par chromatographie sur couche mince, des extraits 
brut et acétone-soluble du mutant 62 et de la  souche sauvage. 
Les extraits lipidiques sont séchés, pesés puis repris dans un mélange chloroforme/méthanol (8:2, 
v/v). Un volume équivalent à 100µg d’extrait sec est déposé sur plaque de silice. Les témoins de 
migration utilisée ont été purifiés par le Dr. Martine Gilleron. 
(A) extrait acétone soluble, migration  en chloroforme/méthanol (9 :1, v/v) 
(B) extrait acétone soluble, migration  en chloroforme/méthanol (8 :2,v/v) 
(C) edxtrait brut, migration  en chloroforme/méthanol (9 :1,v/v) 
(D) extrait acétone soluble, migration  en chloroforme 100% 
 (E) extrait acétone soluble, migration  en chloroforme/di-éthyléther (8 :2, v/v) 
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Enfin le mutant 60 présente une diminution de l’abondance en mannose et en arabinose. Le rapport 
arabinose/mannose de ce mutant étant très proche de celui de la souche sauvage, ce mutant 
présenterait donc une diminution de la quantité de LM et de ManLAM.  
In fine, nous n’avons pas observé de différences entre la souche sauvage et les mutants 37, 63 
et 62. Les mutants 50, 60 et 61 semblent présenter une diminution de la quantité absolue de LM, un 
agoniste de TLR2. Cependant cette modification ne peut pas expliquer le phénotype de ses mutants 
qui sont plus inducteurs de l’activation cellulaire. 
B. Etude comparative de la composition lipidique de l’enveloppe 
des mutants 
Afin de réaliser une analyse globale de la composition de l’enveloppe, les lipides et 
glycolipides extractibles ont été analysés par spectrométrie de masse et chromatographie sur couche 
mince. L’abondance d’une famille de glycolipides majeurs de l’enveloppe, les PIM, est telle qu’elle 
gène l’analyse d’autres composés. Ainsi les extraits lipidiques ont été soumis à une précipitation à 
l’acétone afin de séparer les PIM des autres espèces de lipides et glycolipides (Figure 28). 
1. Analyse par spectrométrie de masse 
Les fractions brutes acétone-soluble, acétone-insoluble et les fractions brutes des différents 
mutants et de la souche sauvage ont été analysées directement par spectrométrie de masse MALDI-
TOF. Seuls les lipides qui s’ionisent le plus efficacement, PIM et sulfolipides, sont détectés lors de 
cette analyse de mélange complexe. Aucune différence vis-à-vis de la souche sauvage n’a été 
observée pour les différents mutants, si ce n’est pour le mutant 62. En effet, comme décrit dans la 
littérature, ce mutant montre une absence d’Ac4SGL et une accumulation d’Ac2SGL (Figure 32, [274]).  
2. Analyse des (glyco)lipides de l’enveloppe par chromatographie sur 
couche mince. 
Les fractions lipidiques brutes, acétone-soluble et acétone-insoluble ont également été 
analysées par chromatographie sur couche mince en utilisant différents mélanges de solvants d’une 
large gamme de polarité. Les différents composés révélés au cours de ces analyses ont été référencés 
selon le solvant utilisé, leur facteur de rétention (Rf) et leur abondance relative apparente dans les 
différents extraits des mutants par rapport à la souche sauvage (Tableau 3). On peut constater que 
les mutants 37/63, 50 et 60/61, ne présentent que de légères différences avec la souche sauvage, 
notamment au niveau de la zone des DIM (Tableau 3). En revanche, le mutant 62 présente des 
altérations beaucoup plus importantes. On retrouve les modifications décrites dans la littérature pour 







Variation d’abondance par 
rapport à la souche sauvage 
Facteur de rétention (Rf) 
37/63 50 60/61 M62 
EP/DE EP/DE C/M C/M C/DE C/M C/M C/M C/M C/M/E 
95:5 9:1 100:0 99:1 8:2 97:3 9:1 85:15 8:2 60:35:8 
1 
   
0 0 - 0 1 
         
2 
   
0 0 0 0 0,98 
         
3 
   
0 0 0 0 0,87 
         
4 
   
0 0 0 0 0,79 
         
5 
   
- 0 + - 
 
0,78 
        
6 DIM A 
  
- 0 0 - 0,69 0,75 
        
7 
   
- 0 + - 
 
0,65 
        
8 DIM B 
  
- + 0 - 0,55 0,62 
        
9 
   
0 0 0 0 0,41 0,51 
        
10 TAG 
  
0 0 0 0 0,28 0,38 
        
11 
   
0 0 0 0 0,14 0,17 
        
12 
   
0 0 0 0 0,1 0,12 
        
13 
   
0 0 0 0 
 
0,05 
        
14 
  
jaune 0 0 0 0 
  
0,98 
       
15 
   
- - - - 
  
0,93 
       
16 
   
0 0 0 0 
  
0,9 
       
17 
   
0 0 0 0 
  
0,91 
       
18 
   
0 0 0 0 
  
0,87 
       
19 
   
0 0 0 0 
  
0,82 
       
20 
   
0 0 0 0 
  
0,79 0,93 
      
21 
 
glycolipide bleu 0 0 0 + 
  
0,69 0,86 
      
22 
   
0 0 0 0 
  
0,62 0,78 
      
23 
   
0 0 0 0 
  
0,5 0,66 
      
24 
 
glycolipide bleu 0 0 0 + 
  
0,47 0,63 0,96 
     
25 
   
0 0 0 0 
  
0,44 0,6 0,92 
     
26 
   
0 0 0 0 
  
0,32 0,48 0,87 
     
27 
   
0 0 0 0 
  
0,21 0,36 0,75 
     
28 
 
glycolipide bleu 0 0 0 + 
  
0,17 0,33 0,75 0,9 
    
29 
   
0 0 0 0 
  
0,14 0,26 0,69 0,86 
    
30 
 
glycolipide bleu 0 0 0 + + 
  
0,14 0,26 0,67 0,82 
    
31 
 
glycolipide bleu 0 - - 0 
  
0,12 0,21 0,6 0,075 
    
32 GroMM 
 
marron 0 0 0 0 
  
0,12 0,21 0,42 0,58 
    
33 
   





    
34 
   
0 0 0 0 




    
35 
   
0 0 0 0 
     
0,45 
    
36 
   
0 0 0 0 
     
0,37 
    
37 
   
0 0 0 + 
     
0,3 0,96 
   
38 
 
glycolipide bleu 0 0 0 - 
     
0,2 0,84 
   
39 
 
glycolipide bleu - - - 0 
    
0,1 0,16 0,81 
   
40 TAT glycolipide bleu 0 0 0 + 
     
0,15 0,75 0,82 
  
41 GlcMM glycolipide violet -- 0 0 + 
      
0,69 0,64 
  
42 TAT glycolipide bleu 0 0 0 + 
     
0,1 0,6 0,76 
  
43 TDM glycolipide violet + 0 0 + 
     
0,02 0,58 0,64 0,97 
 
44 Ac4SGL glycolipide bleu 0 0 0 - -       




glycolipide bleu roi 0 0 0 - 
      




glycolipide bleu roi 0 0 0 0 





47 DAT glycolipide bleu 0 0 0 + 
      
0,21 0,26 0,66 0,78 
48 
 
glycolipide bleu roi 0 0 0 0 





orange 0 0 0 0 






glycolipide bleu 0 0 0 + 
      
0,15 0,23 0,4 0,7 
51 Ac2SGL glycolipide Bleu 0 0 0 +       
0,09 0,05 0,31 0,67 
52 
 
glycolipide violet 0 0 0 + 




glycolipide bleu 0 0 0 0 
        
0,12 0,64 
54 glycolipide bleu 0 0 0 0 
        
0,03 0,57 
55 glycolipide bleu 0 0 0 0 
         
0,52 
56 glycolipide bleu 0 0 0 0 
         
0,43 
57 glycolipide bleu 0 0 0 0 
         
0,36 
58 glycolipide bleu 0 0 0 0 




glycolipide bleu roi 0 0 0 0 
         
0,15 
Tableau 3   
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Figure 31A) et accumulation d’Ac2SGL (Tableau 3, composé 51 et Figure 31B). Mais on remarque 
également l’accumulation d’autres glycolipides à tréhalose, comme le di-acyl tréhalose (DAT) 
(composé 47, Figure 31B), le tri-acyl tréhalose (TAT) (Composés 40 et 42, Figure 31A), le tréhalose di-
mycolate (TDM) (composé 43 Figure 31A et C). Nous avons également observé l’accumulation de 
plusieurs composés que nous n’avons pas identifiés (composés 21, 24 et 30, Figure 31D et Figure 31E) 
et également la disparition d’un autre composé non identifié (le composé 38, Figure 31E). Ces 
composés sont vraisemblablement des glycolipides car une coloration à l’anthrone les a fait 
apparaitre dans des tons bleus clairs. De plus ces composés sont peu ou pas révélés par une 
coloration à l’acide phosphomolybdique (PMA), ce qui semble indiquer que les chaines d’acides gras 
de ces lipides ne sont pas des chaines longues. 
C. Bilan 
Parmi les 6 mutants sélectionnés, induisant une réponse cellulaire statistiquement différente 
de la souche sauvage, seul le mutant 62 montre des différences significatives quant à sa composition 
en (glyco)lipides. En effet, l’abondance de nombreux composés, notamment les lipides à tréhalose, 
est modifiée dans ce mutant par rapport à la souche sauvage. Le mutant 62 interrompu dans le gène 
mmpl8 code pour un transporteur directement impliqué dans la biosynthèse de sulfolipides, composé 
précédemment décrit comme pouvant moduler la réponse des cellules immunitaires, bien que les 
bases moléculaires n’en soient pas encore connues. Nous avons donc sélectionné le mutant 62 pour 
la suite de l’étude afin d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la modification du 
phénotype d’activation cellulaire. 
 
Tableau 3 : Tableau récapitulatif de l’analyse des lipides extractibles par chromatographie sur 
couche mince. 
Ether de pétrole (EP), di-éthyléther (DE), chloroforme (C), méthanol (M), eau (E), di-mycocérosate (DIM), tri-
acyl-glycérol (TAG), glycérol mono-mycolate (GroMM), Tri-acyl tréhalose (TAT), di-acyl tréhalose (DAT), glucose 
mono-mycolate (GlcMM), tréhalose di-mycolate (TDM), sulfolipide tétra-acylé (Ac4SGL), sulfolipides di-acylés 
(Ac2SGL), phosphatidyl-myo-inositol mannoside (PIM). Les couches minches ont été révélées à l’anthrone ou à 
l’acide phosphomolybdique. L’acide phosphomolybdique révèle les chaines d’acide gras. La coloration à 
l’anthrone révèle les sucres en les colorant dans des tons bleus. L’anthrone est diluée dans de l’acide sulfurique, 
l’action de l’acide permet de détecter les chaines d’acides gras mais avec moins de sensibilité qu’avec l’acide 
phosphomolybdique. Les composés ont été caractérisés par leur facteur de rétention (Rf) et à l’aide de témoins 
(lipides purifiés fourni par le Dr. Martine Gilleron). La variation d’abondance d’un composé de l’extrait d’un 
mutant vis-à-vis de l’extrait de la souche sauvage a été évaluée en comparant l’intensité des taches sur la 
plaque de silice. Pas de variation (0), disparition du composé (- -), baisse de l’abondance (-), accumulation (+), 







Chapitre III. Bases moléculaires des 



































Souche de M.tuberculosis (MOI)
Figure 33 : L’activation des THP-1 par les souches sauvage et mutante est dépendante de TLR2 
Les cellules sont pré-incubées avec un anticorps bloquant dirigé contre le récepteur TLR2 (anti-TLR2) ou un 
contrôle isotypique IgG1, à 5µg/ml pendant 30 minutes. Les cellules sont alors infectées avec les bactéries à MOI 3. 
Après 16h, les surnageants  sont prélevés pour mesurer l’activation de NF-κB. 

















































    
THP-1 Non marqué 
THP-1 marquées par isotype PE 
THP-1 non stimulées (marquage CD40) 
THP-1 stimulées avec le mutant 62 (marquage CD40) 





















Figure 34 : Activation de la lignée macrophagique THP-1 par M. tuberculosis sauvage et Δmmpl8 
Les bactéries sont cultivées en voile, dissociées avec des billes de verre puis inactivées à la chaleur. Les bactéries  sont 
dénombrées à la cellule de Thoma. Les cellules THP-1 sont infectées à différentes MOI. Après 16h, les surnageants et 
les cellules sont récupérés pour mesurer : (A) l’activation de NF-ΚB, (B) la production d’IL-8, (C) L’expression de la 
protéine de surface CD40 (cytométrie en flux)  
La ligne verte représente le niveau de réponse des cellules non infectées. Cette expérience a été réalisée plusieurs 
fois. L’analyse statistique de l’activation de NF-κB  a montré à chaque fois que les courbes de la souche sauvage et 
mutante étaient différentes avec un pValue <0,001. Les EC50 mesurées indiquent que la souche mutante est 3 fois 
plus active que la souche sauvage. 
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I. Etude du phénotype du mutant 62 
A. Activation de la lignée monocytaire/macrophagique THP-1 
Le criblage de la banque de mutants a été effectué en utilisant des bactéries cultivées en 
milieu 7H9 agité en présence de détergent (cf. p49). Cependant, l’analyse de la composition de 
l’enveloppe des mutants ayant été réalisée avec des bactéries cultivées en voile sur milieu Sauton (cf. 
p72), nous avons dans un premier temps vérifié que le phénotype du mutant 62 était bien conservé 
dans ces conditions. Il est à noter également que nous avons utilisé pour la suite des expériences, une 
variante de la lignée THP-1 Blue, la lignée THP-1 Dual, développée par Cayla-Invivogen et qui présente 
notamment une meilleure sensibilité pour l’activation de NF-κB. 
Afin de dénombrer les bactéries et de maitriser les conditions d’infection, les voiles ont été 
dissociés avec des billes de verre. Les bactéries inactivées à la chaleur ont été dénombrées par une 
cellule de comptage et testées directement sur la lignée THP-1. Comme montré en Figure 34A et en 
accord avec les résultats obtenus avec les bactéries vivantes cultivées en milieu 7H9 agité (Figure 21), 
le mutant 62 induit à MOI égale une activation de NF-κB plus importante que la souche sauvage. Ainsi 
la réponse induite par la souche mutante est approximativement identique à celle induite par la 
souche sauvage, lorsque la dose d’infection du mutant est trois fois plus faible. Cette différence se 
retrouve également au niveau de la production de cytokines. En effet, comme le montre le dosage de 
l’IL-8 dans le surnageant de culture des macrophages (Figure 34B), le niveau de sécrétion d’IL-8 
induite par une MOI 3 de la souche mutante est retrouvé avec une MOI 10 pour la souche sauvage. 
Enfin l’expression des molécules de co-stimulation, telle que CD40, mesurée par cytométrie en flux 
(Figure 34C) est également plus forte avec la souche mutante. Ainsi, le niveau d’expression de la 
molécule CD40 pour une MOI de 1 de la souche mutante n’est retrouvé qu’avec une MOI de 3 pour la 
souche sauvage. Un niveau maximum d’expression est atteint pour les deux souches à MOI 10. 
 Nous avons ensuite voulu déterminer quels sont les PRR majoritairement impliqués dans la 
détection des deux souches par la lignée THP-1. Parmi les récepteurs exprimés par la lignée THP-1 
Dual trois sont décrits pour être impliqués dans la détection des mycobactéries et l’activation du 
facteur de transcription NF-κB, les récepteurs Mincle, NOD et TLR2. Des travaux récents ont montré 
que l’activation de la lignée THP-1 par M. smegmatis était principalement dépendante de TLR2 [86]  
Nous avons donc vérifié en premier lieu si la réponse des souches sauvage et mutante était 






Figure 35 : Complémentation du mutant ∆mmpl8  par le cosmide IE 5236 
(Adapté des figures de Adrien Vaquié) 
(A) Schéma représentant la position des amorces sur le génome des souches sauvage, ∆mmpl8 et 
complémentée 
Représentation schématique des séquences d’ADN génomique de M. tuberculosis (noir) et des 
séquences d’ADN issue du cosmide (bleu : séquence plasmidique, vert : ADN de la souche Erdman). 
Les flèches rouges représentent la position et l’orientation (5’ > 3’) des amorces.  
(B) La souche complémentée présente un gène mmpl8 intègre 
Migration sur gel d’agarose 1% des produits des PCR réalisées avec les amorces mmpl8-1 et mmpl8-2. 
Les PCR sont réalisées avec l’ADN issu de la souche sauvage (wt), mutante (mt) ou complémentée 
(compl.) et du cosmide seul (cos.). 
(C) L’intégration du cosmide ne restaure pas la synthèse d’Ac4SGL  
Spectres MALDI-TOF en mode négatif d’extrait lipidique de M. tuberculosis sauvage (wt), ∆mmpl8 
(mt), et complémentée (compl.).  
(D) L’intégration du cosmide ne semble pas s’être déroulée correctement  
Le gène mmpl8 est intègre mais les régions frontières entre l’ADN plasmidique et l’ADN 
mycobactérien contenu dans le cosmide ont disparu. Ce résultat peut traduire une réorganisation du 
cosmide lors de son intégration. Les résultats des PCR obtenues avec cette souche sont identiques 
aux 11 autres souches analysées. 
Migration sur gel agarose 1% des produits des PCR réalisées avec les amorces mmpl8-1 et mmpl8-2, 
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cosmide IE526 
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 ≤ 3000pb  ≈700pb 
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souches est pratiquement abolie lorsque les cellules THP-1 sont pré-incubées avec un anticorps 
bloquant dirigé contre le récepteur TLR2. Ce résultat indique donc que la détection des deux souches 
se fait majoritairement via le récepteur TLR2. L’augmentation de la réponse cellulaire induite par la 
souche mutante est elle aussi dépendante des TRL2. 
B. Complémentation du mutant 62 (Δmmpl8) 
Afin de déterminer si le phénotype observé chez le mutant était bien dû à la délétion 
spécifique du gène mmpl8, nous avons décidé de complémenter le mutant 62 avec une copie sauvage 
du gène. Le gène mmpl8 est présent dans un cluster de trois gènes (pks2, papA1 et mmpl8). Ces trois 
gènes sont impliqués dans la biosynthèse des sulfolipides et sont contrôlés par un même promoteur. 
Afin de restaurer l’expression native du gène mmpl8 et de son opéron, nous avons décidé de réaliser 
une complémentation par cosmide intégratif. L’intégration du cosmide dans le génome conduit à la 
restauration simultanée du gène et de sa région promotrice, permettant ainsi de reproduire le plus 
fidèlement possible le niveau d’expression des gènes de la souche sauvage. La transformation du 
mutant 62 a été réalisée en utilisant le cosmide IE 526 que nous a fourni le Dr. Roland Brosch (Institut 
Pasteur de Paris). Ce cosmide est constitué de deux parties : i) une séquence plasmidique (pYUB412) 
contenant des gènes de résistance à l’hygromycine et à l’ampicilline, ainsi que le système intégratif, ii) 
une séquence d’ADN mycobactérien très longue, environ 50000 paires de bases, issue du génome 
d’une souche Erdman de M. tb contenant le cluster du gène mmpl8 est insérée au niveau d’un site de 
restriction BclII dans le plasmide d’intégration [298, 299]. Nous avons vérifié que la séquence du 
cluster du gène mmpl8 de la souche Erdman est bien la même que celle de la souche Beijing GC1237.  
Plusieurs essais de complémentation ont été réalisés. L’étude du génotype et du phénotype 
de ces souches complémentées a constitué une partie des travaux du stage de Master 2 Recherche 
d’Adrien Vaquié. Lors d’une première campagne de complémentation, les mutants sélectionnés pour 
leur résistance à l’hygromycine n’ont pas présenté de restauration du phénotype de la souche 
sauvage, c’est-à-dire une production d’Ac4SGL (Figure 35C). Nous avons donc réalisé (avec l’aide de 
Wladimir Malaga, équipe Guilhot, IPBS) un test afin de vérifier l’intégrité du gène mmpl8 apporté par 
le cosmide dans les souches complémentées. Pour cela, les amorces mmpl8-1 et mmpl8-2 ont été 
synthétisées (Figure 35A, cf. Matériel et méthodes Tableau 5 p118). Ces amorces encadrent le site 
d’insertion du transposon dans le génome du mutant. Ainsi lors d’une réaction de PCR avec l’ADN de 
la souche sauvage ou du cosmide, un amplicon d’environ 700bp est obtenu. Aucun amplicon n’est 
obtenu avec la souche sauvage (Figure 35B), ce qui confirme que le gène mmpl8 est bien altéré. Il 
apparait cependant que les souches complémentées avec le cosmide possèdent bien un gène mmpl8 
de taille attendue (Figure 35B) sans pour autant produire de l’Ac4SGL (Figure 35C). Nous avons alors 





 génome, empêchant ainsi la restauration d’un cluster de gènes de biosynthèse des sulfolipides 
intègre. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons conçu les amorces p1/p2 et p3/p4 afin d’amplifier 
les régions frontières entre l’ADN plasmidique et l’ADN mycobactérien (autour du site BclII, Figure 
35A et Tableau 5). Les expériences de PCR avec les couples p1/p2 et p3/p4 montrent que les 
amplicons obtenus avec le cosmide, respectivement 750bp et 1000bp, ne sont pas retrouvés lorsque 
cette amplification est réalisée sur le mutant complémenté (Figure 35d). Ces résultats indiquent que 
le cosmide a subi, lors de son intégration, une réorganisation qui a conduit à l’insertion de seulement 
un fragment de l’ADN mycobactérien contenu dans le cosmide. Ce fragment d’ADN, bien que 
contenant le gène mmpl8, n’est pas suffisant pour restaurer le phénotype sauvage. D’autres 
campagnes de transformation et de sélection de mutants complémentés ont été effectuées. Nous 
avons sélectionné au total quarante clones. Tous présentaient le gène mmpl8 non-altéré, mais aucun 
les amplicons avec les amorces p1/p2 ou p3/p4. Dix d’entre eux ont été cultivés afin de réaliser une 
extraction lipidique suivie d’une analyse par spectrométrie de masse. Mais aucun de ces clones ne 
présentait une production d’Ac4SGL restaurée.  
Nous n’avons à ce jour pas réussi à compléter cette souche. D’autres équipes du laboratoire 
ont également rencontré des difficultés à manipuler génétiquement cette souche. Une 
complémentation plasmidique faisant intervenir un vecteur d’une taille très inférieure au cosmide 
pourrait permettre de complémenter cette souche. Cependant mon projet de thèse s’intéressant aux 
mécanismes utilisés par le bacille pour inhiber la réponse immune innée, notamment via des 
interactions (glyco)lipide-récepteur, nous avons décidé de continuer l’étude du phénotype du mutant 
Δmmpl8, même en absence de souche complémentée. En effet même si nous ne pouvons garantir 
que le phénotype observé chez ce mutant est la conséquence de l’interruption du gène mmp8, ce 
mutant présente des altérations dans la composition de son enveloppe qui semblent moduler la 
réponse cellulaire. J’ai donc par la suite cherché à faire le lien entre la modification de la composition 
de l’enveloppe du mutant Δmmpl8 et la capacité accrue à activer les macrophages. 
C. Hypothèses sur l’origine du phénotype du mutant 
La souche mutante induit une activation cellulaire plus intense que la souche sauvage (Figure 
34) et cette activation est principalement dépendante de TLR2 (Figure 33). Deux hypothèses sont 
alors envisageables : 1) la souche mutante surexprime un composé agoniste du récepteur TLR2, 2) la 
production d’un composé inhibiteur de la voie d’activation de TLR2 est abolie (ou fortement réduite). 
Même si l’hypothèse n°2 semblait la plus plausible étant donné le caractère potentiel de facteur de 
virulence attribué aux sulfolipides, nous avons d’abord voulu vérifier l’hypothèse n°1. En effet, une 
étude récente, sur Mycobacterium abscessus et impliquant notre équipe, a montré que l’abolition de 




Tableau 4 : Résultat de l’analyse transcriptomique 
L’analyse transcriptomique permet de comparer la quantité relative de l’ARN des souches sauvage et mutante, 
à deux temps de culture et à partir de trois cultures indépendantes de chacune des souches. En absence de 
puce de transcriptomique destinée à l’étude du génome de la souche GC1237 nous avons utilisé une puce 
destinée à l’étude du génome de la souche H37Rv. Les gènes sont donc identifiés selon la nomenclature rvxxxx 
Le score est calculé en réalisant la différence entre les moyennes (mutant-sauvage) des taux d'expression des 
gènes, exprimés en logarithme (base 2). Seuls les gènes présentant une variation intergroupe d’un rapport de 







Score (log 2) 




rv0767c -1,33  conserved hypothetical protein  
rv0837c -1,07  hypothetical protein  
rv0990c -1,04  hypothetical protein  
rv2466c -1,09  conserved hypothetical protein  
rv2931 -2,66 -2,86 phenolpthiocerol synthesis type-I polyketide synthase ppsA 
rv2932 -1,84 -2,14 
 
phenolpthiocerol synthesis type-I polyketide synthase 
 
ppsB 
rv2933 -2,21 -2,60 phenolpthiocerol synthesis type-I polyketide synthase ppsC 
rv2934 -1,83 -2,01 phenolpthiocerol synthesis type-I polyketide synthase ppsD 
rv3054c -2,11  conserved hypothetical protein  
rv3136 -3,67 -3,83 PPE family protein PPE 51 
rv3137 -1,03 -1,43 monophosphatase  
rv3463 -1,08  conserved hypothetical protein  
rv3823c -1,80 -3,45 membrane transport protein mmpL8 
85 
 
réorganisation de l’enveloppe du bacille [300]. Cette réorganisation a pour origine une modification 
de la régulation génique et une augmentation de l’expression des lipoprotéines. In fine, l’abolition de 
la production de ce glycolipide conduit à la surproduction de lipoprotéines et à une augmentation de 
l’activation des macrophages, via TLR2. Nous avons voulu vérifier si, l’abolition de la production 
d’Ac4SGL dans le mutant Δmmpl8 ne conduit pas également à une réorganisation de la composition 
de l’enveloppe, et notamment à la surproduction de ligands de TLR2 tels que les lipoprotéines [301].  
Nous avons donc dans un premier temps réalisé une étude transcriptomique comparative 
entre la souche sauvage et la souche mutante cultivée en milieu Sauton. L’extraction d’ARN de 
qualité, nécessite d’utiliser des bactéries récoltées avant la phase stationnaire. Nous avons donc 
choisi de réaliser l’analyse transcriptomique pour deux temps de culture, en pleine phase 
exponentielle et en début de phase stationnaire. Afin de contrôler la croissance bactérienne par 
mesure de la turbidité, les bactéries ont été cultivées en présence de détergent, le Tween 80. Il est à 
noter que ces conditions de culture sont sensiblement différentes des celles utilisés pour l’analyse de 
la composition de l’enveloppe (présence de détergent et temps de culture plus court).  
Il apparait qu’aucun gène n’est surexprimé par le mutant Δmmpl8 comparativement à la 
souche sauvage. Seuls 13 gènes sont significativement sous-exprimés lorsque les bactéries sont en 
phase exponentielle et 7 de ces mêmes gènes sont sous-exprimés lorsque les bactéries sont en début 
de phase stationnaire (Tableau 4). Parmi ces gènes, le gène mmpl8 présente une variation de -3,45 
log (base 2), soit une atténuation de l’expression d’un facteur 10. Cette analyse met également en 
évidence l’atténuation de l’expression de l’opéron pps, impliqué dans la biosynthèse des 
phénolpthiocerols précurseurs des DIM. Ce résultat est en accord avec la diminution de la quantité de 
DIM observé dans la souche mutante (Tableau 3, p75) Enfin la fonction des autres gènes identifiés 
n’est pas connue.  
L’analyse transcriptomique montre que la souche mutante ne surexprime aucun gène codant 
pour des lipoprotéines ou impliqués dans la biosynthèse de lipoprotéines. Ces données suggèrent 
donc que la souche mutante ne surproduit aucun agoniste des TLR2. 
Nous avons ensuite dosé la quantité de lipoprotéines produites par les deux souches. Les 
lipoprotéines ont été extraites à partir de la même quantité de biomasse (300mg) (Figure 28). Des 
masses de lipoprotéines de 2,5 mg et 2,6 mg ont été obtenues à partir des bactéries mutantes et 
sauvages, respectivement. L’ensemble de ces données indique que la souche mutante ne produit pas 
plus de lipoprotéines que la souche sauvage. Néanmoins, dans un second temps nous avons contrôlé 
le pouvoir inducteur de la fraction totale de lipoprotéines issues des deux souches. Comme le montre 







Figure 36 : Comparaison du 
potentiel d’activation des 
lipoprotéines des souches mutante 
et sauvage. 
Les lipoprotéines sont purifiées à partir 
d’extrait phénol/eau issu de cultures en 
milieu Sauton. Une fois purifiées, les 
lipoprotéines sont lyophilisées puis 
pesées. Elles ont été repris  dans DMSO 
pur à 5mg/ml. Leur pouvoir activateur 
est testé sur la lignée THP-1 Dual. Après 
16h, les surnageants sont prélevés pour 
mesurer l’activation de NF-κB. 
La condition non induite est représentée 
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THP-1 contrôle isotype marqué 
Figure 37 : Inhibition par l’Ac4SGL de l’activation cellulaire induite via le récepteur TLR2 
Des THP-1 Dual sont stimulées avec une dose de 500ng/ml de lipoprotéines (EC50), co-incubées avec plusieurs doses 
de l’Ac4SGL. Après 16h, les surnageants sont récupérés pour mesurer, l’activation de  NF-κB (A) et la sécrétion d’IL-8 
(B). Les cellules sont récupérées pour mesurer par cytométrie en flux, l’expression de la protéine CD40 (C).  
n.i. = Non induit 
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L’ensemble de ces résultats indique que les ligands majeurs de TLR2, les lipoprotéines et les 
lipoglycannes, sont présents en quantité équivalente dans le mutant Δmmpl8 et dans la souche 
sauvage. L’hypothèse n°1, une augmentation de la production de ligands de TLR2 ne semble donc pas 
expliquer le phénotype du mutant. 
Nous nous sommes ensuite attachés à tester la deuxième hypothèse : Le mutant Δmmpl8 est 
atténué pour la production d’un inhibiteur du récepteur TLR2. Le mutant Δmmpl8 présentant une 
abolition de la production d’Ac4SGL, nous avons donc évalué en premier lieu la capacité de ce 
composé à inhiber l’activation cellulaire via TLR2. 
II. Inhibition de l’activation de TLR2 par les sulfolipides 
A. Ac4SGL inhibe l’activation du récepteur TLR2 
Afin de tester le potentiel inhibiteur de l’Ac4SGL sur TLR2, nous avons co-incubé des cellules 
THP-1 avec des lipoprotéines (de la souche GC1237, agoniste de TLR2) et de l’Ac4SGL purifié. Il 
apparait que l’Ac4SGL est capable d’inhiber de façon dose-dépendante l’activation de NF-κB induite 
par des lipoprotéines (Figure 37A).  
Nous avons ensuite vérifié l’impact des sulfolipides sur la production de surface et 
l’expression de la protéine CD40, comme lors de l’étude du phénotype du mutant ∆mmpl8 (Figure 
33). Il apparait à nouveau que l’Ac4SGL inhibe de façon dose-dépendante la sécrétion d’IL-8 (Figure 
37B) et atténue l’expression de la protéine CD40 (Figure 37C). L’Ac4SGL semble donc être un 
inhibiteur de l’activation de TRL2 induite par les lipoprotéines.  
Lors de ces tests nous n’avons pas observé de mortalité cellulaire par analyse au microscope. 
Cependant, afin de vérifier que l’effet inhibiteur de l’Ac4SGL était bien spécifique et n’était pas du à 
une toxicité envers les cellules, nous avons évalué son effet sur la stimulation par du TNF-α. Cette 
cytokine pro-inflammatoire, induit l’activation cellulaire et la translocation nucléaire de NF-κB via le 
récepteur au TNF [302]. La Figure 38 montre que l’Ac4SGL n’inhibe pas l’activation cellulaire en 
réponse à une stimulation par le TNF-α démontrant que l’Ac4SGL n’est pas toxique pour les cellules. 
Par ailleurs, l’Ac4SGL n’a pas d’effet lorsqu’il est incubé seul avec les cellules.  
Nous avons alors cherché à déterminer la spécificité du pouvoir inhibiteur d’Ac4SGL en 
évaluant sa capacité à inhiber l’activation d’autres PRR. Nous avons stimulé la lignée THP-1 avec du 
MDP, un ligand du récepteur NOD2 (cf. p39). Nous avons également utilisé la lignée Raw qui est une 
lignée macrophagique murine, possédant le système de production de SEAP mis sous le contrôle du 
facteur NF-ΚB et capable d’induire une réponse cellulaire pour de nombreux PRR, tels que les 































Concentration en Ac4SGL (ng/ml)
n.i. 0 37 111 333 1000 3000
TNF-α (100ng/ml) 
n.i. 
Figure 38 : Evaluation de la toxicité de l’Ac4SGL. 
Les cellules sont co-incubées avec une dose de TNF-α et différentes concentrations d’Ac4SGL. Après 16h, les 
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Concentration en Ac4SGL (ng/ml)
n.i. 0 37 111 333 1000 3000
Lipoprotéines 
(500ng/ml) MDP (1µg/ml) 
n.i. 
B A 
Figure 39 : Effet de l’Ac4SGL de l’activation par différents PRR 
(A) Les cellules THP-1 sont co-incubées avec des lipoprotéines ou du MDP (ligand de NOD2) et avec de l’Ac4SGL.  
(B) Les cellules Raw sont co-incubées avec des lipoprotéines, du LPS (ligand deTLR4), du MDP (ligand de NOD2) ou 
du TDM (ligand de Mincle) et avec différentes doses d’Ac4SGL. 
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Figure 40 : Inhibition de mycobactéries entières par l’Ac4SGL. 
De nouveaux tests sont réalisés afin d’évaluer les propriétés inhibitrices de l’Ac4SGL sur des mycobactéries 
inactivées à la chaleur. Les cellules THP-1 sont co-incubées avec une dose de mycobactéries entières et 
différentes concentrations d’Ac4SGL. Après 16h, les surnageants son récupérés pour doser l’activation de NF-
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référence de chacun de ces récepteurs, respectivement, Pam3CSK4, MDP, TDM et LPS. Il apparait que 
seules les lipoprotéines sont inhibées par l’Ac4SGL (Figure 39). En effet, l’activation cellulaire via les 
récepteurs TLR4, Mincle et NOD2 n’est que très peu impactée. Il semble donc que l’Ac4SGL inhibe 
spécifiquement l’activation de TLR2. Or l’absence d’AC4SGL dans le mutant Δmmpl8 pourrait 
expliquer son phénotype de sur-activation cellulaire. Nous avons donc étudié le pouvoir inhibiteur de 
l’Ac4SGL sur l’activation cellulaire induite par les souches sauvage et mutante. Nous avons également 
stimulé les cellules avec du M. smegmatis qui est connu pour induire une réponse cellulaire intense 
et dépendante de TLR2. Il apparait que l’Ac4SGL est très peu efficace pour inhiber l’activation en 
réponse à la souche de M. tuberculosis GC1237 sauvage et Δmmpl8 (Figure 40) alors que nous 
observons une inhibition dose-dépendante de la souche M. smegmatis. Il apparait donc que l’Ac4SGL 
est capable d’inhiber l’activation cellulaire induite par les mycobactéries, mais nous n’avons pas 
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Figure 41 : Potentiel modulateur de l’activation cellulaire des extraits lipidiques 
Les extraits lipidiques bruts, de la souche sauvage et mutante, sont séchés puis dissous dans du DMSO. Les 
cellules THP-1 sont incubées avec les extraits lipidiques seuls ou avec des lipoprotéines (500ng/ml). Après 16h 
d’incubation, les surnageants sont récupérés pour mesurer l’activation cellulaire via la sécrétion de SEAP. 






B. Analyse du potentiel inhibiteur des extraits lipidiques 
N’ayant pas observé d’inhibition des souches de M. tb par les sulfolipides, nous nous sommes 
alors demandés si l’Ac4SGL était la seule molécule inhibitrice de l’activation cellulaire présente dans 
ces souches. Nous avons étudié dans un premier temps le potentiel de modulation de l’activation 
cellulaire des extraits lipidiques bruts. 
Ces extraits contiennent une très grande quantité de PIM qui sont des ligands de TLR2 (cf. 
p27). Ainsi lorsque les cellules THP-1 sont incubées avec ces extraits, on observe une activation de la 
lignée THP-1 (Figure 41A). Cependant, contrairement au phénotype observé avec les bactéries 
entières, les extraits bruts de la souche sauvage sont environ dix fois plus inducteurs de NF-κB que 
ceux de la souche mutante en présence ou absence de lipoprotéines (Figure 41). Or l’analyse 
biochimique de ces extraits n’a pas mis en évidence une diminution de la quantité de PIM, qui 
pourrait expliquer cette plus faible capacité d’activation. 
 Globalement, il apparait que l’extrait lipidique brut de la souche sauvage induit. 
systématiquement une activation plus intense que celle induite par l’extrait de la souche Δmmpl8. Or 
ce résultat ne corrèle ni avec les observations faites lors de l’activation cellulaire en réponse aux 
bactéries entières, ni avec l’absence d’Ac4SGL, composé inhibiteur de tLR2, dans le mutant. Ces 
résultats pourraient s’expliquer par la diminution de composé activateur ou l’accumulation de 
composé inhibiteur dans le mutant Δmmpl8 
1. Fractionnement sur colonne de silice 
Afin d’identifier ces éventuels autres composés, nous avons soumis les extraits lipidiques 
bruts à une précipitation à l’acétone afin d’éliminer les PIM, agonistes de TLR2 (Figure 28). Un 
fractionnement sur colonne de silice des extraits acétone-solubles des souches sauvage et Δmmpl8 a 
alors été effectué. Ce fractionnement de 20mg d’extrait a été réalisé sur une colonne de silice (Sep 
Pak) par élution par paliers avec trente mélanges de solvants de polarité croissante (Figure 42A). Une 
fois la chromatographie effectuée, les fractions ont été séchées puis pesées (Figure 42B). Leur 
composition a été analysée par chromatographie sur couche mince (Figure 42C et d) afin de repérer 
les produits d’intérêt. Comme attendu et en accord avec les résultats de la caractérisation 
biochimique décrit précédemment (cf. p73), on observe l’accumulation dans le mutant Δmmpl8 de 
TAT (Figure 42C), d’Ac2SGL (Figure 42D, fractions 17, 18, 19, 20) et la disparition de l’Ac4SGL (Figure 






Figure 42 : Fractionnement des lipides sur colonne de silice et propriétés modulatrices de l’activation 
cellulaire 
Le fractionnement se fait sur 20mg d’extrait acétone-soluble déposé directement sur la colonne de silice, Sep pak.  Ces 
extraits étant solubilisés dans un mélange chloroforme/méthanol, 9 :1, ces solvants sont éliminés par évaporation dans 
une cloche à vide. La séparation est effectuée avec une élution par paliers de 30 mélanges de solvants de polarité 
croissante (A). La colonne est éluée successivement avec 10ml des 30 mélanges dans la colonne (d’un volume total de 2 
ml). Les fractions récupérées sont séchées puis pesées (B) avant d’être reprises dans un mélange chloroforme/méthanol 
(8 :2, v/v) à 10mg/ml. Des chromatographies sur couche mince sont réalisées en déposant pour chaque fraction un 
volume équivalent à 20µg (masse sèche). Les migrations sont réalisées avec différents solvants de migration afin 
d’analyser toute la gamme de polarité des composés. Ici du chloroforme/méthanol (9 :1, v/v) (C) et du 
chloroforme/méthanol (8 :2, v/v) (D). Les fractions, reprise dans du DMSO à 5mg/ml, ont ensuite été testées sur la 
lignée THP-1 dual à 25µg/ml, seules, pour leur potentiel agoniste (E) et avec une dose de lipoprotéines à 500ng/ml, pour 
tester leur capacité modulatrice de l’activation cellulaire (F). Sont indiqués par des flèches les fractions contenant de 
l’Ac4SGL ou de l’Ac2SGL 
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2. Pouvoir modulateur des fractions 
Nous avons testé le pouvoir modulateur, activateur ou inhibiteur, des différentes fractions 
sur la lignée THP-1. Lorsque les fractions sont incubées seules avec les cellules, nous n’observons 
aucun effet activateur (Figure 42E). Par contre de nombreuses fractions présentent des propriétés 
inhibitrices de l’activation par les lipoprotéines (Figure 42F). Ainsi nous constatons que les fractions 
de 14 à 17, issues de la souche sauvage, inhibent de NF-κB. Ce résultat est attendu puisque ces 
fractions contiennent de l’Ac4SGL. Cependant, il apparait que ces mêmes fractions du mutant 
Δmmpl8, bien que dans une moindre mesure, inhibent également l’activation cellulaire, alors qu’elles 
sont dépourvues d’Ac4SGL. Il semble donc qu’elles contiennent d’autres composés capables d’inhiber 
l’activation cellulaire. De nouvelles recherches seront nécessaires pour identifier ce(s) composé(s). 
Enfin, toujours pour le mutant Δmmpl8, de façon surprenante, les fractions 17 à 22 inhibent 
l’activation cellulaire plus efficacement que les fractions de la souche sauvage. Or, ces fractions 
correspondent à celles contenant de l’Ac2SGL, qui comme observé par les chromatographies sur 
couche mince, est très fortement accumulé dans le mutant.  
Ces résultats suggèrent que l’Ac2SGL (cf. structure Figure 50) puisse également être un 
inhibiteur de l’activation du récepteur TRL2. En, effet comme montré sur la Figure 43A, l’Ac2SGL est 
capable d’inhiber l’activation de NF-κB induite par des lipoprotéines dans des cellules THP-1. Sa 
capacité inhibitrice semble très similaire voire légèrement supérieure à celle de l’Ac4SGL.  
Le fait que l’Ac2SGL soit inhibiteur de l’activation de TLR2, explique vraisemblablement les 
résultats obtenus lors de l’analyse du pouvoir modulateur des extraits lipidiques bruts. L’Ac2SGL étant 
contenu dans les extraits lipidiques du mutant Δmmpl8, l’inhibition par l’extrait de cette souche est 
plus efficace (Figure 41). De plus, ce résultat n’est pas en contradiction avec le phénotype observé 
avec les bactéries entières (Figure 34). En effet, l’Ac2SGL, localisé au niveau de la membrane 
plasmique, est inaccessible aux PRR dans le test utilisé. Les sulfolipides ne sont pas exportés en 
l’absence du transporteur Mmpl8. Seule la disparition de l’Ac4SGL en surface des bactéries conduit à 







Figure 43 : Etude structure/fonction des sulfolipides pour leurs capacités à inhiber l’activation de 
lignées THP-1 Dual et HEK-TLR2 stimulées par des lipoprotéines 
Des  cellules THP-1 Dual  et HEK TLR2 sont stimulées avec une dose de 500ng/ml de lipoprotéines (EC50), co-
incubées avec plusieurs doses des différents composés. Après 16h d’incubation, les surnageants sont 
récupérés pour mesurer l’activation de NF-κB. 
(A) et (B), impact du nombre d’acides gras  sur respectivement, THP-1 Dual et HEK-TLR2. 
(C) et (D), impact de la longeur des chaines d’acides gras sur respectivement, THP-1 Dual et HEK-TLR2. 
(E) et (F), impact de l’anion sulfate sur respectivement, THP-1 Dual et HEK-TLR2. 
(G) et (H), impact du cœur tréhalose sur, respectivement, THP-1 Dual et HEK-TLR2. 










































































































































































































































III. Inhibition de l’activation de TLR2 par les sulfolipides : Analyse 
structure/fonction 
Nous avons mis en évidence que l’Ac4SGL et l’Ac2SGL sont capables d’inhiber l’activation du 
récepteur TLR2 (p87). Nous avons alors réalisé des analyses de structure/fonction afin de déterminer 
quelles étaient les caractéristiques structurales nécessaires à ce mécanisme d’inhibition. Nous nous 
sommes intéressés à quatre paramètres : le nombre d’acides gras, la longueur des chaines d’acides 
gras, la présence de l’anion sulfate et le cœur tréhalose.  
Afin d’évaluer l’impact du nombre d’acides gras, nous avons comparé l’effet inhibiteur de 
l’Ac4SGL purifié, de l’Ac2SGL purifié et une molécule de synthèse dépourvue d’acides gras, le tréhalose 
sulfate. Il apparait que l’Ac2SGL inhibent l’activation de NF-κB en réponse aux lipoprotéines avec un 
peu plus d’efficacité l’Ac4SGL (Figure 43A). Par contre, aucune inhibition n’est observée avec le 
tréhalose sulfate. Les acides gras sont indispensables au pouvoir inhibiteur des sulfolipides, mais deux 
acides gras semblent suffisants. 
En utilisant désormais de l’Ac2SGL naturel comme référence, nous nous sommes intéressés 
aux longueurs de chaines d’acides gras. L’Ac2SGL possède deux sortes d’acides gras : une chaine 
courte (palmitate ou stéarate) et un chaine longue méthylée (HPA, cf. paragraphe « Biosynthèse » 
p65). Jacques Prandi dans l’équipe a synthétisé deux analogues de l’Ac2SGL naturel : un premier 
analogue avec une chaine lignocérique tri-méthylé, en position 3, 5 et 7, et une chaine palmitate, SL-
27,3 ; un second acylé avec deux palmitates (SL-2C16) (cf. structure Figure 50). Il apparait que les 
deux analogues présentent également des propriétés inhibitrices de l’activation cellulaire (Figure 
43C). Le SL-2C16 présente le pouvoir inhibiteur le plus marqué des composés. Les acides gras 
complexes HPA, spécifiques des mycobactéries, ne sont donc pas requis pour l’effet inhibiteur des 
sulfolipides et deux acides gras banaux comme des palmitates sont suffisants. Afin de mieux 
caractériser l’impact de la longueur et la complexité de la chaine, il conviendrait de réaliser de 
nouvelles expériences avec d’autres variants d’Ac2SGL. 
Afin d’étudier l’impact de l’anion sulfate sur le mécanisme d’inhibition des sulfolipides, du SL-
2C16 a été désulfaté par une hydrolyse acide douce, générant ainsi un tréhalose acylé. Même aux 
plus fortes concentrations, nous n’observons pas d’inhibition avec ce composé (Figure 43E). Il 










Figure 44 : Inhibition de l’activation cellulaire par le SL-2C16 
L’inhibition de la réponse cellulaire est dépendante de la dose d’Ac4SGL. 
Des cellules THP-1 Dual sont stimulées avec une dose de 500ng/ml de lipoprotéines (EC50), co-incubée avec 
plusieurs doses de sulfolipides SL-2C16. Après 16h d’incubation, les surnageants sont récupérés pour doser la 
quantité d’IL-8 sécrétée (A). Les cellules sont conservées et marquées pour mesurer par cytométrie en flux, 
l’expression de la protéine CD40 (B). 
(C) La toxicité et la spécifité du SL-2C16 sont évaluées en le confrontant à des cellules stimulées avec du TNF-α 
(ligand du récepteur au TNF) et du muramyl dipeptide (ligand du récepteur NOD2). 
(D) De nouveaux tests sont réalisés afin d’évaluer les propriétés inhibitrices du SL-2C16  sur des mycobactéries 
inactivées à la chaleur 
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THP-1 Non marquées 
THP-1 Isotype marqué 
THP-1 non stimulés, marquées CD40 
THP-1 stimulées Lipoprotéines sans Ac4SGL, Marquées CD40 
THP-1 stimulées lipoprotéine avec 3000ng/ml d’Ac
4
SGL, Marquées CD40 
THP-1 stimulées lipoprotéine avec 1000ng/ml d’Ac
4
SGL, Marquées CD40 
THP-1 stimulées lipoprotéine avec 300ng/ml d’Ac
4
SGL, Marquées CD40 
THP-1 stimulées lipoprotéine avec 100ng/ml d’Ac
4
SGL, Marquées CD40 
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En conclusion l’ensemble de ces résultats indique que les acides gras et l’anion sulfate sont 
nécessaires à l’activité inhibitrices des sulfolipides. La présence de deux acides palmitiques est 
suffisante pour obtenir une capacité inhibitrice maximale. Ainsi le sulfolipide le plus simple, le SL-
2C16, est le meilleur inhibiteur parmi les composés testés. 
Nous avons donc étudié plus avant les propriétés inhibitrices du SL-2C16. Ainsi, ce composé 
inhibe la sécrétion d’IL-8 (Figure 44A), de façon similaire à celle de l’Ac4SGL. Il inhibe également très 
fortement l’expression de CD40 à la surface des cellules, et semble ici plus efficace que l’Ac4SGL 
(Figure 44B). Nous avons également réalisé des expériences de contrôle en stimulant les cellules avec 
du TNF-α et du MDP (Figure 44C). Comme pour l’Ac4SGL, le SL-2C16 est incapable d’inhiber la 
stimulation par le TNF-α. On retrouve à nouveau un léger effet synergique sur cellules THP-1 mais 
nous ne savons pas l’expliquer à l’heure actuelle. Ces données confirment donc que SL-2C16 n’est pas 
toxique pour les cellules et l’inhibition semble spécifique du récepteur TLR2. 
 Enfin comme avec l’Ac4SGL, nous avons évalué les propriétés inhibitrices du SL-2C16 sur 
l’activation cellulaire stimulée par des mycobactéries entières. Le SL-2C16 est très efficace pour 
inhiber l’activation induite par M. smegmatis (Figure 44D). De plus, contrairement à l’Ac4SGL, le SL-
2C16 est également capable d’inhiber l’activation induite par les souches sauvage et mutante 
Δmmpl8. Il apparait donc qu’en choisissant un composé plus efficace, les sulfolipides sont capables 













Figure 45 : Analogie structurale entre les lipopeptides et les sulfolipides 
Structure du SL-2C16 et du Pam3CSK4 et mode de liaison de ce lipopeptide à l’hétérodimère TLR2-TLR1 





IV. Recherche du mécanisme d’inhibition des sulfolipides 
Les résultats précédents indiquent que les sulfolipides semblent être des inhibiteurs 
spécifiques de l’activation de TLR2. Or, la cascade de signalisation intracellulaire associée à TLR2 est 
identique à celle de TLR4, suggérant que le mécanisme d’inhibition se situe au niveau du récepteur 
TLR2. De plus, la structure du SL-2C16, portant un sulfate et deux chaines d’acides gras présente des 
homologies structurales avec l’ancre lipidique S-diacylglycéryle des lipopeptides, ligands de TLR2. Ces 
éléments structuraux étant requis pour l’activité inhibitrice, nous avons émis l’hypothèse que les 
sulfolipides soient des antagonistes compétitifs du récepteur TLR2.  
A. Etude des propriétés d’inhibition des sulfolipides sur la lignée 
artificielle, HEK TLR2 
Afin de vérifier cette hypothèse nous avons, dans un premier temps, testé l’effet des 
sulfolipides sur une lignée cellulaire artificielle reportrice de l’activation de TLR2, la lignée HEK-TLR2 
(Cayla/Invivogen). Cette lignée dérive de cellules HEK qui n’expriment que très peu de PRR mis à part 
TLR1, TLR3, TLR5, TLR6 et NOD1. La lignée HEK-TLR2 surexprime le récepteur TLR2 ainsi que le 
système SEAP-BLUE, rapporteur de l’activation de NF-κB. Les Figure 43B, D et F montrent d’une part 
que les sulfolipides sont capables d’inhiber l’activation de TLR2 induite par les lipoprotéines dans les 
cellules HEK-TLR2, de façon aussi efficace que dans les lignées THP-1, et d’autre part, que les requis 
structuraux pour l’activité inhibitrice des sulfolipides sont les mêmes. Ces premières données 
renforcent l’hypothèse que les sulfolipides inhibent directement le récepteur TLR2. 
Sachant que l’oxydation de l’atome de soufre (thioéther) des lipopeptides en groupement 
sulfoxy annihile leurs capacités à activer TLR2 [111] et que les sulfolipides portent un groupement 
sulfate, nous nous sommes demandés si une molécule correspondant à l’ancre lipidique des 
lipopeptides (diacylglycérol) avec un groupement sulfate pouvait être un antagoniste de TLR2. 
Jacques Prandi a donc synthétisé de la dipalmitine sulfate (cf. structure Figure 50). Ce composé 
montre de lègères propriétés inhibitrices, aussi bien sur cellules THP-1 (Figure 43G) que sur cellules 
HEK–TLR2 (Figure 43H). De plus, de façon intéressante la dipalmitine (sans sulfate) et l’acide 
phosphatidique (avec un groupement phosphate à la place du sulfate) ne sont pas des inhibiteurs de 
l’activation de TLR2. 
Il semble donc que l’anion sulfate, spécifiquement, est nécessaire pour l’inhibition de TLR2. 
Un composé très proche structuralement de l’ancre lipidique des lipopeptides, mais présentant un 
sulfate est un inhibiteur de TLR2, renforçant à nouveau l’hypothèse d’un mécanisme d’inhibition par 







Figure 46 : Capacités inhibitrices des sulfolipides en fonction de l’agoniste de TLR2 utilisé. 
Les cellules sont stimulées à la concentration correspondant à l’EC50 de l’agoniste et co-incubées avec 
plusieurs concentrations d’Ac4SGL ou de SL-2C16. Après 16h, les surnageants sont récupérés pour 
mesurer, l’activation de NF-κB. Effet des sulfolipides sur la stimulation par le  :  Pam3CSK4 sur THP-1 (A) 
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B. Capacité des sulfolipides à inhiber l’activation de NF-κB induit 
par différents ligands de TLR2 
Comme indiqué précédemment, TLR2 reconnait différent types de ligands (cf. paragraphe 
«Mécanisme de reconnaissance» p23). Nous avons donc testé la capacité des sulfolipides à inhiber 
l’activation de TLR2 par différents agonistes. 
Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux analogues de synthèse des lipoprotéines, le 
Pam3CSK4, un lipopeptide de synthèse dont la reconnaissance se fait via l’hétérodimère TLR2/1 et le 
FSL-1 dont la détection se fait par TLR2/6. Comme le montre la Figure 46A et B, il apparait que le SL-
2C16 inhibe l’activation cellulaire induite par le Pam3CSK4 sur les lignées THP-1 et HEK-TLR2 avec 
respectivement une IC50 de 200 et 300ng/ml. On retrouve également des propriétés d’inhibition avec 
l’Ac4SGL mais uniquement sur la lignée HEK TLR2, avec une IC50 de 2000ng/ml. Aucune inhibition de 
l’Ac4SGL n’est observée sur les THP-1 stimulées avec du Pam3CSK4.  
Concernant le FSL-1, le SL-2C16 inhibe l’activation cellulaire avec une IC50 de 300ng/ml sur les 
lignées THP-1 et HEK TLR2 (Figure 46C et D). L’Ac4SGL inhibe également l’activation des deux lignées 
cellulaires. Cependant l’inhibition de la lignée THP-1 est très faible et pour la lignée HEK-TLR2, 
l’inhibition semble atteindre un palier. 
Nous nous sommes ensuite intéressés aux lipoglycannes et notamment le lipomannane qui 
est, avec les lipoprotéines, le ligand majeur des mycobactéries pour la stimulation du récepteur TLR2. 
Le SL2C16 présente une capacité d’inhibition de ce ligand sur la lignée THP-1 avec un IC50 de 
500ng/ml et sur la lignée HEK TLR2 avec une IC50 de 250ng/ml (Figure 46E et F). Concernant l’Ac4SGL, 
sur la lignée HEK TLR2, il présente un IC50 de 2000ng/ml. Par contre aucune inhibition n’est observée 
sur la lignée THP-1. 
Les sulfolipides inhibent donc l’activation des cellules HEK-TLR2 par les différents agonistes de 
TLR2 lorsqu’il stimule la lignée HEK TLR2. Cependant l’inhibition par le SL-2C16 est globalement plus 
efficace sur la lignée HEK-TLR2 que sur la lignée THP-1. De plus, l’Ac4SGL n’inhibe l’activation de la 
lignée THP-1 Dual que lors d’une stimulation avec des lipoprotéines. Les propriétés inhibitrices des 
sulfolipides, et notamment de l’Ac4SGL, varient donc en fonction du contexte cellulaire et de 
l’agoniste de TLR2. Nous avons émis l’hypothèse qu’un équipement différent de ces cellules en co-
récepteurs de TLR2, prenant en charge différents agonistes pourraient moduler le mécanisme 





   
Figure 47 : Analyse de la liaison du Pam3CSK4 à TLR2 par cytométrie en flux 
Les cellules sont co-incubées avec du Pam3CSK4-Rhodamine (0 ou 1µg/ml) et du SL-2C16 (0 ou 3µg/ml) pendant 30 
minutes à 4°C. Après des étapes de lavage, la liaison du Pam3CSK4-Rhodamine aux cellules est mesurée par 
cytométrie en flux. Avec les cellules non-marquées, on définit un seuil de marquage en tolérant 1% de cellules auto-
fluorescentes au-dessus de ce seuil. On détermine alors le pourcentage de cellules marquées par le Pam3CSK4-
Rhodamine au-dessus de ce seuil. La spécificité de cette liaison pour le récepteur TLR2 est évaluée en utilisant 
comme référence la lignée HEK parentale qui n’exprime par le récepteur TLR2. 
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C. Inhibition de la liaison TLR2-ligand par les sulfolipides 
Si comme nous en avons émis l’hypothèse, les sulfolipides sont des antagonistes compétitifs 
de TLR2, ils doivent être capables de bloquer la liaison d’agoniste au récepteur en surface cellulaire. 
Afin d’évaluer si les sulfolipides inhibent la liaison agoniste récepteur, nous avons utilisé du Pam3CSK4 
couplé à de la rhodamine afin de suivre la liaison ligand-récepteur par cytométrie en flux. Nous avons 
décidé d’utiliser deux lignées cellulaires : la lignée HEK-TLR2 et la lignée HEK TLR2-CD14. Cette 
dernière lignée dérive de la lignée HEK-TLR2 mais surexprime le co-récepteur CD14. En effet, il est 
établi que CD14 aide à la prise en charge de lipopeptides tri-acylés ([123], cf. p24). Nous avons 
également utilisé la lignée HEK parentale (n’exprimant pas le récepteur TLR2), comme cellule 
contrôle, afin de déterminer la spécificité du marquage à TLR2. 
 Après incubation avec 1µg/ml de Pam3CSK4-rhodamine pendant 1h à 4°C, nous observons 
3,9% des cellules HEK-TLR2 marquées (Figure 47). Malheureusement ce marquage ne semble pas 
spécifique car un marquage plus important, 4,7%, est mesuré pour la lignée HEK parentale. Toutefois, 
le marquage de la lignée HEK-TLR2-CD14 est plus intense, 11% de cellules marquées (Figure 47), en 
accord avec le rôle décrit de CD14 aidant à prendre en charge le Pam3CSK4.  
Nous avons ensuite testé la capacité du SL-2C16 à inhiber la liaison du Pam3CSK4-rhodamine 
aux différentes cellules. Nous ne constatons aucune diminution du marquage cellulaire sur les cellules 
HEK-TLR2 (3,9% de cellules marquées), indiquant que le SL-2C16 n’a aucun effet sur la liaison non 
spécifique du Pam3CSK4. En revanche on observe une légère inhibition (uniquement 9,7% de cellules 
marquées contre 11%) sur les cellules HEK-TLR2-CD14. Bien que préliminaire, ce résultat est 
encourageant et le test doit encore être optimisé. En effet, le marquage par le Pam3CSK4-Rhodamine 
de la lignée HEK-TLR2-CD14 est encore faible et ne nous permet pas de faire la distinction entre une 
liaison à TLR2 aidée par la prise en charge par CD14 et une liaison au co-récepteur CD14, qui n’aurait 
pas forcément transféré le Pam3CSK4 sur TLR2. Il faudrait répéter ces expériences en utilisant la lignée 
HEK-TLR2 et du CD14 soluble qui a les mêmes propriétés de chargement que le CD14 exprimé à la 
membrane. 
Il est également important de noter que le Pam3CSK4-rhodamine est environ 10 fois moins 
efficace que le Pam3CSK4 pour l’activation de NF-κB dans les cellules HEK TLR2. De plus, la sensibilité 
de ce type de marquage semble très inférieure à celle du test de stimulation cellulaire et de mesure 
de l’activation de NF-κB. En effet, si une dose de 30ng/ml de Pam3CSK4 suffit à induire une activation 
cellulaire maximale, une dose de 1000ng/ml de Pam3CSK4-Rhodamine ne marque significativement 
que 11% des cellules. Ainsi il serait probablement important de prendre en compte cette différence 




      
Figure 48 : Analyse de l’impact de co-récepteurs  de TLR2 sur l’activation des NF-κB dans les 
cellules HEK TLR2  
Les lignées HEK-TLR2, HEK-TLR2-CD14, HEK-TLR-CD36, HEK-TLR2-CD14-SRA, sont stimulées avec 
différentes doses de lipoprotéines, lipopeptides et LM. Après 16h d’incubation, les surnageants sont 
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A ce jour, nous n’avons pas réussi à mettre au point les conditions expérimentales 
permettant le suivi d’une liaison spécifique à TLR2 et en absence de CD14. Pour autant, une étude a 
réussi, en utilisant des cellules HEK-TLR2 et des lipoprotéines mycobactériennes fluorescente, suivi 
d’une fixation des cellules, à mettre en évidence une telle liaison [144]. Nous envisageons donc de 
mettre en œuvre un protocole similaire. 
D. Etude de l’impact des co-récepteurs de TLR2 sur les propriétés 
inhibitrices des sulfolipides. 
Les données de la littérature indiquent que plusieurs co-récepteurs fonctionnent avec TLR2 : 
CD14 et CD36, les récepteurs scavenger SRA et MARCO. La société Cayla-Invivogen nous a construit 
différentes lignées exprimant le récepteur TLR2 et différentes combinaison des co-récepteurs CD14, 
CD36 et SRA. Ainis, nous avons pu utiliser des lignées HEK-TLR2-CD14 et HEK-TLR2-CD36, qui sont 
toutes les deux des lignées dérivant de la lignée HEK-TLR2 dans lesquelles les co-récepteurs CD14 et 
CD36 sont surexprimés. Nous avons également testé la lignée HEK-TLR2-CD14-SRA, qui est une lignée 
surexprimant le récepteur scavenger SRA dérivant de la lignée HEK-TLR2-CD14. Il nous reste à 
construire une lignée HEK-TLR2, surexprimant MARCO. Ce récepteur scavenger est particulièrement 
intéressant car il a été identifié comme un co-récepteur de TLR2 pour la détection du TDM (cf. p24). 
De plus, des données indiquent qu’il est impliqué dans la reconnaissance de composés sulfatés 
eucaryotes [162]. 
1. Impact des co-récepteurs sur le potentiel agoniste des ligands 
Dans un premier temps, nous avons réalisé pour chacune de ces lignées des doses-réponses 
des agonistes suivants : lipoprotéines, Pam3CSK4, FSL-1 et LM. La Figure 48 montre que le co-
récepteur CD14 augmente le pouvoir agoniste du LM et du Pam3CSK4 (tri-acylé) comme attendu 
d’après la littérature ([123], cf. p24). Ce co-récepteur n’a cependant pas d’effet sur les lipoprotéines 
et le FSL-1. En accord avec la littérature ([121], cf. p24), le co-récepteur CD36 améliore le potentiel 
agoniste du FSL-1 (di-acylé) et n’a pas d’effet sur les autres agonistes. Enfin SRA n’a aucun effet sur 
les différents ligands testés. 
Il apparait de ces résultats que les lipoprotéines purifiées à partir de la souche sauvage ne 





Figure 49 : Analyse de l’impact des corécepteurs de TLR2 sur l’inhibition par l’Ac4SGL et SL-2C16 
de l’activation de NF-κB dans les cellules HEK-TLR2 stimulées pas différents agonistes de TLR2. 
Les différentes lignées HEK ont été coincubées avec des agonistes de TRL2 et des sulfolipides. Après 16h, les 
surnageants ont été récupérés afin de mesurer l’activation de NF-κB. Les données obtenues lors de ces tests 
ont été utilisées pour estimer les IC50 des sulfolipides avec le logiciel Graphpad Prism. Pour une meilleure 
lisibilité, les données ont été normalisées. Ainsi le niveau basal d’activation cellulaire est fixé à 0. Le niveau 
d’activation des cellules en présence d’agoniste mais en absence de sulfolipides est fixé à 1. De plus dans le 
cas où l’inhibition par les sulfolipides n’est pas suffisante pour ramener l’activation cellulaire au niveau basal, 
nous avons forcé l’extrapolation de la courbe pour ramener l’activation cellulaire au niveau basal pour une 
concentration en sulfolipides tendant vers l’infini. 
Lipoprotéines vs AC4SGL Lipoprotéines vs SL-2C16 
Pam3CSK4 vs AC4SGL Pam3CSK4 vs SL-2C16 
FSL-1 vs AC4SGL FSL-1  vs SL-2C16 
LM vs AC4SGL LM vs SL-2C16 
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2. Impact des co-récepteurs sur l’inhibition, par l’Ac4SGL et le SL-2C16, 
des agonistes de TLR2 
Nous avons ensuite réalisé des tests d’inhibition par l’Ac4SGL et le SC-2C16 de l’activation des 
différentes lignées stimulées par les 4 agonistes de TLR2 précédemment utilisés : lipoprotéines de M. 
tb, Pam3CSK4, FSL-1 et LM. A l’issue de ces analyses, nous avons normalisé les données en 
déterminant le pourcentage d’activation. Ainsi une activation de « 1 » est définie par le niveau 
d’activation de NF-κB lorsque l’agoniste est incubé seul avec les cellules. Une activation nulle est 
définie par le niveau basal d’activation de NF-κB (non induit). Le logiciel GraphpadPrism a été utilisé 
pour déterminer les courbes d’inhibition des sulfolipides et comparer l’impact des différents co-
récepteurs. Dans le cas où la dose maximale de sulfolipides n’était pas suffisante pour inhiber 
l’activation cellulaire jusqu’à son niveau basal, nous avons forcé l’extrapolation de la courbe vers ce 
niveau basal pour une concentration en sulfolipides tendant vers l’infini. 
Il apparait que les profils d’inhibition obtenus avec la lignée HEK-TLR2-CD14-SRA (courbe 
bleu) sont quasiment identiques à ceux obtenus avec la lignée HEK-TLR2-CD14 (courbe verte) (Figure 
49) indiquant que le récepteur SRA n’a aucun impact sur l’inhibition de TLR2 par les sulfolipides. 
 La Figure 49 montre qu’avec l’Ac4SGL, les co-récepteurs n’ont aucun impact pour l’inhibition 
des lipoprotéines et du FSL-1. Seul le co-récepteur CD36 améliore légèrement l’inhibition du 
Pam3CSK4. L’inhibition du LM est totalement abolie lors de l’ajout de co-récepteurs.  
Pour le SL-2C16 nous constatons que globalement l’expression de co-récepteurs diminue 
l’efficacité de l’inhibition des lipoprotéines. Nous remarquons également que l’inhibition du FSL-1 et 
du LM est atténuée voire abolie en présence de CD14. Par contre le co-récepteur CD36 (courbe 
rouge) ne semble pas avoir d’impact sur le FSL-1 et atténue légèrement l’inhibition du LM. Il apparait 
également qu’aucun des co-récepteurs testés ne semble avoir d’impact sur l’inhibition du Pam3CSK4 
alors que cette dernière est atténuée avec la ligne THP-1.  
Bien que nous n’arrivons pas expliquer l’ensemble des résultats. Nous envisageons que les co-
récepteurs CD14 et CD36 sont capables de piéger le SL-2C16 en se liant à lui sans le transférer sur 
TLR2. Ainsi les ligands ne dépendant pas de CD14 (Figure 48) comme le FSL-1 ou les lipoprotéines 
seraient inhibés moins efficacement car il y aurait alors moins de SL-2C16 disponible pour bloquer 
TLR2 (Figure 49). Par contre dans le cas du Pam3CSK4, il y aurait compétition avec le SL-2C16 pour 
l’accès à CD14. Le co-récepteur ayant chargé du SL-2C16 ne prendrait plus en charge le Pam3CSK4, ce 
dernier activerait alors beaucoup moins efficacement les cellules via TLR2. Afin de vérifier cette 
théorie, nous allons réaliser des tests d’inhibition sur HEK TLR2 en présence de CD14 soluble. Nous 
pourrons ainsi vérifier si l’atténuation de l’inhibition des lipoprotéines par les sulfolipides est 
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dépendante de la concentration en CD14 soluble. Par contre nous n’expliquons pas pourquoi la 
présence de CD14 bloque totalement l’inhibition du LM par le SL-2C16.  
E. Bilan 
L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude indique que le potentiel inhibiteur 
des sulfolipides semble spécifique de l’activation de TLR2. De plus, l’activation de TLR4 n’étant pas 
inhibée, alors que ce récepteur partage la même cascade de signalisation intracellulaire que TLR2, 
suggère que les sulfolipides agissent directement au niveau du récepteur TLR2. L’homologie 
structurale entre la structure minimale inhibitrice des sulfolipides et les lipopeptides, ligands de TLR2, 
nous a conduits à émettre l’hypothèse que les sulfolipides soient des antagonistes compétitifs de 
TLR2. En accord avec cette hypothèse, les sulfolipides sont capables d’inhiber l’activation de cellules 
artificielles reportrices de l’activation spécifique de TLR2 (HEK-TLR2), stimulées pas différents types 
d’agonistes de TLR2. De plus, des résultats préliminaires indiquent que les sulfolipides pourraient 
inhiber la liaison directe de Pam3CSK4-rhodamine à la surface des cellules HEK-TLR2-CD14. Ainsi, au vu 
des différents résultats obtenus nous proposons que les sulfolipides soient des antagonistes 
compétitifs de TLR2. De nouvelles expériences de suivi de la liaison ligand-récepteur devront 
toutefois être réalisées pour confirmer définitivement cette proposition. 
L’inhibition par les sulfolipides étant cellule-dépendante selon le ligand utilisé, nous avons 
soupçonné un effet des co-récepteurs de TLR2. En effet, si tous les agonistes utilisés sont inhibés sur 
lignées HEK-TLR2, ce n’est pas le cas avec la lignée THP-1, plus complexe. Bien que nous n’arrivions 
pas encore à expliquer l’ensemble des résultats obtenus, il semble que les co-récepteurs CD14 et 
CD36 soient capables de lier les sulfolipides sans pour autant les transférer sur TLR2, diminuant ainsi 
leur capacité inhibitrice apparente. De nouvelles expériences sont encore nécessaires pour établir 












L’objectif de mon travail de thèse était d’explorer les mécanismes moléculaires utilisés par M. 
tb pour inhiber la réponse immune innée, en me focalisant plus particulièrement sur les (glyco)lipides 
immuno-modulateurs de l’enveloppe. La stratégie utilisée a consisté à cribler une banque de 
mutants de transposition de M. tb afin d’identifier des mutants altérés pour de tels mécanismes. 
Nous avons utilisé une banque de mutants de transposition issus d’une souche virulente de 
M. tb, la souche Pékin GC1237. Cette banque a été criblée sur la lignée macrophagique humaine THP-
1 exprimant un système rapporteur de l’activation de NF-κB. Le criblage a été réalisé à l’Institut 
Pasteur de Corée par l’équipe de Priscille Brodin. Les mutants les plus atypiques pour l’activation 
cellulaire, c’est-à-dire pour lesquels l’activation de NF-κB était la plus éloignée de la tendance 
générale des mutants, ont été sélectionnés. A l’issue de ce criblage, 64 mutants sélectionnés ont été 
envoyés à l’IPBS pour être étudiés.  Ce criblage a présenté certaines limites notamment au niveau de 
l’absence de calibration de MOI ce qui a provoqué la sélection de nombreux faux positifs. A posteriori 
il apparait que ce paramètre est essentiel et que la méthode employée pour limiter ce biais n’a pas 
été assez efficace. Si un tel criblage devait être amené à être réalisé à nouveau, il conviendrait 
d’utiliser une des bactéries fluorescentes afin de déterminer avec plus de précision la densité des 
bactéries. De plus à défaut de réaliser une calibration réelle de la MOI mutant par mutant, ce qui est 
impossible à mettre en œuvre pour des banques de plusieurs milliers de mutants, il conviendrait de 
réaliser plusieurs MOI, par exemple 3. Ainsi 3 MOI séparé d’un facteur 10 permettraient une fois la 
densité bactérienne de chaque mutant déterminée, de réaliser une meilleure correction a posteriori 
en sélectionnant les MOI les plus proche d’un mutant à l’autre. 
Mes travaux de thèse ont commencé par la validation du phénotype d’activation cellulaire de 
ces mutants et l’identification du site d’insertion du transposon dans leur ADN génomique. A partir 
des 23 mutants que nous avons réussi à remettre en culture, nous avons pu identifier le site 
d’insertion du transposon de 15 d’entre eux. En croisant les données de validation et d’identification 
du site d’insertion du transposon, nous avons sélectionné 6 mutants présentant 4 gènes 
interrompus différents. Quatre d’entre eux présentaient une activation de NF-κB supérieure à la 
souche sauvage et deux une activation inférieure.  Lors de ces travaux l’identification des sites 
d’insertion dans le génome des mutants a été très laborieuse. Désormais les techniques de 
séquençages et leurs coûts ont évolués. Il est plus rapide et tout aussi rentable de réaliser un 
séquençage complet du génome de chaque mutant pour se focaliser in silico sur les régions 
spécifiques de transposons pour identifier dès lors les régions génomiques périphériques. 
A l’issue d’expériences de validation, nous avons sélectionné un mutant interrompu pour le 
gène mmpl8  pour deux raisons : 1) Ce mutant induit une activation de NF-κB supérieure à la souche 
sauvage et est donc susceptible d’être affecté dans un mécanisme d’inhibition utilisé par M. tb. 2) 
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L’étude et la caractérisation des composés de l’enveloppe du mutant Δmmpl8 ont mis en évidence 
d’importantes modifications de la composition de son enveloppe au niveau des sulfolipides et des 
lipides à tréhalose. En effet, comme cela avait été démontré précédemment, le transporteur Mmpl8 
est impliqué dans la biosynthèse des sulfolipides, des glycolipides spécifiques de l’enveloppe de M. tb 
suspectés d’être des facteurs de virulence du bacille mais dont le mode d’action n’est pas connu. La 
délétion du gène mmpl8, déjà décrite dans la littérature, conduit à la disparition des formes de 
sulfolipides tétra-acylées (Ac4SGL) et à l’accumulation de formes di-acylées (Ac2SGL).  
L’étude de ce mutant a permis de mettre en évidence qu’il induit une activation cellulaire 
environ trois fois plus importante que la souche sauvage. Cette sur-activation cellulaire est 
observable tant au niveau de la translocation nucléaire du facteur NF-κB, qu’au niveau de la 
production de cytokines et de l’expression de molécules de co-stimulation. Nous avons également 
mis en évidence que cette sur-activation cellulaire du mutant Δmmpl8 est dépendante de TLR2. 
 Nous avons alors émis l’hypothèse que les sulfolipides soient des inhibiteurs de l’activation 
de TLR2. Nous avons alors mis en évidence que l’Ac4SGL, mais également l’Ac2SGL, sont capables 
d’inhiber l’activation de TLR2 induite par les ligands majeurs de M. tb, les lipoprotéines. Cet effet 
inhibiteur n’est pas dû à une toxicité des sulfolipides et semble spécifique de TLR2.  Cette spécificité 
d’inhibition et l’homologie structurale entre les sulfolipides et les lipopeptides, respectivement 
inhibiteur et agoniste de TLR2, nous ont suggéré que les sulfolipides pourraient être des 
antagonistes compétitifs de TLR2. 
Nous avons alors constaté que les sulfolipides sont capables d’inhiber l’activation de cellules 
artificielles reportrices de l’activation spécifique de TLR2 (HEK-TLR2), stimulées par différents types 
d’agonistes de TLR2, confortant notre hypothèse. De plus, des résultats préliminaires semblent 
indiquer que les sulfolipides seraient capables d’entrer en compétition pour la liaison d’agoniste 
TLR2 à la surface de cellules HEK-TLR2-CD14. Il apparaît également que les co-récepteurs de TLR2, 
CD14 et CD36, peuvent lier les sulfolipdes. Néanmoins le rôle de ces co-récepteurs doit encore être 
précisé. 
L’ensemble de ces résultats indique que les sulfolipides agissent comme des antagonistes 
compétitifs de TLR2. Ces résultats sont en accord avec des travaux anciens qui attribuaient au 
sulfolipides un potentiel inhibiteur du pouvoir microbicide du macrophage [288-290]. Ils corrèlent 
également avec les données in vivo montrant que le mutant Δmmpl8 cause une suppression plus 
faible de la réponse TH-1 de l’hôte [281]. Les sulfolipides pourraient donc être responsables, dans la 
souche sauvage, d’une limitation de l’activation de NF-κB dépendante de TLR2. L’Ac4SGL localisé en 
surface pourrait jouer un rôle direct en entrant en compétition avec les MAMP exposés à la surface 
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du bacille. L’Ac2SGL est localisé à l’intérieur de la bactérie. Néanmoins, il a été montré que le 
macrophage infecté peut relarguer des lipides dans le milieu extracellulaire. L’Ac2SGL pourrait donc 
avoir un effet inhibiteur sur les cellules avoisinantes, comme cela a déjà été proposé pour d’autres 
composés de l’enveloppe.  
Il conviendrait de conforter ces résultats en étudiant ce mécanisme d’inhibition avec d’autres 
mutants déficients pour la production de sulfolipides (Δstf0 et Δpks2). Depuis de nombreuses années, 
les sulfolipides sont suspectés d’être des facteurs de virulence. Bien que certains résultats soient 
contradictoires, une étude récente montre une participation des sulfolipides à la virulence de M. tb in 
vivo dans le modèle d’infection murin [297]. Il serait intéressant de déterminer si la contribution des 
















I. Culture bactérienne 
A. Validation du criblage 
La souche M. tb GC1237 est manipulée en laboratoire de niveau de sécurité P3. Les mutants 
sont cultivés en tubes de culture en verre à vis (Dutscher) dans du milieu Middlebrook 7H9 (BD) 0,2% 
glycérol (Sigma), 5% ADC (BD) et 0,05% Tween 80 (Sigma) pendant 4 semaines. Le transposon utilisé 
confère une résistance à la kanamycine, les mutants de transposition sont donc cultivés en présence 
de kanamycine à 25µg/ml. La présence de Tween 80, dans le milieu de culture, prévient la formation 
d’agrégat. Un échantillon de la culture bactérienne est prélevé afin d’être inactivé au four à 100°C 
pendant 2 heures. Les bactéries sont directement dénombrées au microscope, à la cellule de Thoma. 
La suspension bactérienne sera alors diluée afin d’ajuster la MOI d’infection. 
B. Culture pour extraction lipidique 
Afin de générer un maximum de biomasse, les bactéries sont cultivées en milieu Sauton 
préparé au laboratoire, par mélange de : 60g/l de glycérol (Sigma), 4g/l de L-Asparagine (Fluka), 0,5g/l 
de Phosphate mono-potassique (Fluka), 0,5 de sulfate de magnésium (Prolabo), 2g /l d’acide citrique 
(Prolabo), 0,05g/l de citrate de fer ammoniacal (Prolabo), 0,5mg/l de chlorure de calcium (Sigma), 
0,1mg/l de sulfate de zinc (Sigma), 0,1mg/l de sulfate de cuivre (Sigma). Le milieu est tamponné à pH 
= 7,2 avec de l’ammoniaque. 
Les mycobactéries sont cultivées, pendant 6 à 8 semaines, dans une fiole d’Erlenmeyer à la 
surface du milieu de culture (en voile). Le milieu Sauton est supplémenté de 5% d’ADC (BD). Pour la 
récolte, le milieu de culture est retiré et un mélange de chloroforme/méthanol (v/v, 1 :2) est versé 
dans la fiole directement sur le voile afin d’inactiver les bacilles. Après 48h, les bacilles inactivés sont 
sortis du laboratoire P3 afin de réaliser les étapes d’extraction des lipides de l’enveloppe.  
C. Test validation sélection mutant 62 
Les bactéries sont cultivées en voile dans du milieu Sauton pendant 2 mois. Le milieu de 
culture est retiré et les bactéries sont dissociées avec des billes de 4mm. Les bactéries dissociées sont 
repris dans du PBS et centrifugées à 1000rpm afin de provoquer la sédimentation des agrégats. Le 
surnageant contenant les bactéries dissociées est récupéré et inactivé au four pendant 2 heures à 
100°C. La suspension bactérienne est alors sortie du laboratoire P3 et les bactéries sont dénombrées 




  Séquence Commentaire 
Salpt Linker Court TCGA GCTTCGTGC Linker court, spécifique de 
l’extrémité cohésive « TCGA » 
(Sal1, Xho1) 
Bampt Linker Court GATC GCTCGTGC Linker court, spécifique de 
l’extrémité cohésive « GATC » 
(BamH1, BglII) 
Sacpt Linker Court AGCT GCTTCGTGC Linker court, spécifique de 
l’extrémité cohésive « AGCT » 
(Sac1, HindIII) 
Notpt Linker Court GGCC GCTTCGTGC Linker court, spécifique de 
l’extrémité cohésive « GGCC » 
(NotI) 
Salgd Linker Long TAGCTTATTCCTCAAGGCACGAGC  
IS1 Primer A CTTCTGCAGCAACGCCAGGTCCACACT Séquence spécifique du 
transposon situé à l’extrémité 
IS2 Primer A’ GAGGCGGCAGAAAGTCGTCAGGTCAG Séquence spécifique du 
transposon situé à l’extrémité 
IS1b Primer A (séquençage) AGCAACGCCAGGTCCACAC Utilisé par la société MilleGen 
pour amorcer le séquençage 
IS2b Primer A’ (séquençage) GCAGAAAGTCGTCAGGTCAG Utilisé par la société MilleGen 
pour amorcer le séquençage 
Primer BclI 1 P1 GCTTGGTGGACCTCGACGACCT Séquence encadrant le site de 
restriction BclI, site d’insertion 
de l’ADN mycobactérien dans 
cette banque de cosmide. 
Primer BclI 2 P4 TGTTGAATACTCATACTC 
Primer SodA P2 CTCCAGCACCTCCTTGGTCAA Séquence spécifique de l’ADN 
mycobactérien contenu dans 
le cosmide IE526, séquence 
situé aux extrémités. 
Primer rv3814c P3 ATCACACGAGCTACGTGGACT 
Primer mmpl8-1 mmpl8-1 AGCAAGCTGGATGAGGGTTC Amorce encadrant le point 
d’insertion du transposon dans 
le génome du mutant 62 
Primer mmpl8-2 mmpl8-2 CATTGCAATAGGAACGCCG 





II. Biologie moléculaire 
A. Identification des gènes mutés 
1. Extraction de l’ADN génomique 
Les mutants sont cultivés dans 20 ml de milieu 7H9 ADC avec 0,05% de Tween 80. La culture 
est centrifugée et le milieu de culture retiré. Le culot de bactérie est repris dans 500µl de tampon 
d’extraction (Tris-HCl 50mM, EDTA 10mM, NaCl 100mM) et transféré dans un tube Eppendorf à vis 
contenant environ 500µl de billes de verre 0,01mm. Le tube est agité pendant 3 minutes au Bead 
beater (30Hz), ce qui va conduire à la lyse de l’enveloppe des bactéries et la libération de l’ADN 
génomique. Le tube est centrifugé pour récupérer le surnageant, les billes sont lavées avec 200µl de 
tampon d’extraction puis centrifugées à nouveau pour mélanger des deux surnageants. Les 700µl 
d’extrait sont alors inactivés pendant 2 heures à 100°C pour pouvoir être sortis du laboratoire P3. Un 
volume de 37,5µl de SDS 20% et de 10µl de protéinase K à 10mg/ml dans H2O sont ajoutés puis 
l’extrait est incubé 3 heures à 55°C. Un volume de 700µl d’un mélange phénol/chloroforme/alcool 
isoamylique (25 :24 :1) est ajouté, le tube est alors agité sur une roue pendant 10 minutes à 
température ambiante avant de le centrifuger 10 minutes à 13000rpm pour récupérer la phase 
aqueuse (supérieure). Celle-ci est transférée dans un nouveau tube auquel on ajoute 700µl de 
tampon chloroforme/alcohol isoamylique (24 :1). Le tube est agité sur roue pendant 5 minutes puis 
centrifugé 10 minutes à 13000rpm. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube auquel on 
ajoute 700µl d’isopropanol et 70µl d’acétate de sodium 3M à pH 5.2. L’ADN apparait sous forme d’un 
précipité blanc. Le tube est laissé à 4°C pendant 15 minutes puis centrifugé 10 minutes à 13000rpm. 
Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 500µl d’éthanol 70% froid. Après une 
centrifugation de 30 minutes à 13000rpm, l’éthanol est évaporé et le culot d’ADN est repris dans 50µl 
de TRIS 10mM pH8. La concentration en ADN est déterminée par mesure d’absorbance à 260nm au 
NanoDrop. 
2. Protocole de LM-PCR 
Les linkers sont préparés avant l’application du protocole de LM-PCR. Le linker court est 
déphosphorylé avec une phosphatase alcaline (FastAP, Fermentas) en suivant le protocole du 
fournisseur. Le linker ne pourra donc pas se lier à l’ADN lors de l’utilisation de la ligase T4. Un volume 
de 21µl des solutions de linker court et linker long (100mM, Tableau 5) sont mélangés avec de 5µl de 
tampon de PCR (obtenu dans le kit commercial) et 3µl d’eau. Le mélange est chauffé dans un 




Un volume contenant 1µg d’ADN est prélevé et l’enzyme de restriction est ajouté avec son 
tampon dans les proportions recommandées par le fournisseur suivant l’enzyme utilisée. De l’eau est 
ajoutée pour atteindre un volume final de 20µl. La digestion se déroule selon les recommandations 
du fournisseur généralement 2h à 37°C. 
L’ADN digéré est lié aux linkers, en mélangeant 5µl d’ADN digéré à 7µl d’eau, 5µl de la 
solution de linkers hybridée dilué 8 fois, 2µl de tampon de ligase T4 (concentration 10x) et 10U de 
ligase T4 (Fermentas). La ligation se fait pendant 1 heure à 16°C. La ligase est ensuite inactivée à 65°C 
pendant 10 minutes. La solution d’ADN est alors diluée 10 fois.  
Le mélange pour 1 réaction de PCR est constitué de 5µl de solution Q (Qiagen), 11,25µl d’eau, 
2,5µl de solution tampon, 0,5µl de dNTP (dNTP mix, Promega), 0,25µl de polymérase. 0,25µl de linker 
long, 0,25µl de primer A (ou A’) et 5µl d’ADN (digéré, lié, dilué 10 fois). La PCR se fait avec la 
« HotStarTaq DNA Polymerase » de Qiagen selon le protocole suivant : 15 minutes à 95°C ; 35 cycles : 
30 sec à 94°C, 30 sec à 56°C, 1,5 min à 72°C ; enfin 10 min à 72°C puis 4°C. 
Les échantillons sont récupérés, mélangés à un tampon de migration pour être déposés sur 
un gel d’agarose à 2%. Un marqueur de taille de 100bp (Proméga) est utilisé. L’électrophorèse se fait 
à 100 volts pendant 25 minutes. Le gel est mis à révéler 1h dans du BET, les bandes d’ADN sont 
observées sous UV pour être directement découpées dans le gel.  
L’ADN est extrait du gel avec le kit Qiagen « QiaQuick Gel Extraction » et récupéré dans de 
l’eau. La concentration en ADN est déterminée par mesure de l’absorbance à 260nm au NanoDrop. 
Les échantillons sont alors envoyés à la société MilleGen pour séquençage. 
B. Complémentation du mutant 62 
1. Récupération du cosmide 
La souche Escherichia coli contenant le cosmide IE 526 (Roland Brosch) est cultivée dans 10ml 
de milieu LB avec de l’hygromycine à 200µg/ml. Le cosmide est ensuite récupéré en réalisant une 
extraction avec le kit QiaprepR spin Mini Prep (Qiagen). La qualité et la concentration de l’échantillon 
d’ADN est vérifié par une mesure au Nanodrop (Thermo). 
2. Transformation des bacilles 
Les mutants sont mis en préculture dans 5ml de milieu dans du milieu Middlebrook 7H9(BD) 
0,2% glycérol (Sigma), 5% ADC (BD) et 0,05% de Tween 80 (Sigma), dans une flasque de culture de 
25cm², pendant quinze jours. Les bacilles sont ensuite mis en culture dans une fiole d’Erlenmeyer 
avec 200ml de milieu 7H9/ADC/Tween80 pendant dix jours. Les bactéries sont alors lavées avec l’eau 
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et du Tween80 puis concentrées par centrifugation dans 500µl d’eau et glycérol 10% stérile. Les 
bactéries peuvent être directement utilisées ou conservées, congelées à -80°C. 
Un échantillon de 100µl de bactéries compétentes est transféré dans une cuvette 
d’électroporation. On y ajoute environ 1µg d’ADN et on réalise l’électroporation avec les paramètres 
suivant : 2.5kV, 25µFd, 200ohms. On transfère alors les bactéries dans une flasque de culture de 
25cm² contenant 5ml de milieu 7H9/ADC/Tween80 (sans antibiotique), préparée à l’avance. Les 
bactéries sont incubées 24h à 37° C avant d’être étalées sur boite de Pétri, contenant du milieu 
Middlebrook 7H11(BD), 5% ADC (BD), kanamycine (25µg/ml) et hygromycine (100µg/ml). Les boites 
de Pétri sont laissées 4 semaines à 37°C, jusqu’à l’obtention de colonies et la remise en culture des 
clones en milieu 7H9/ADC et antibiotiques. 
C. Analyse transcriptomique 
Les bactéries sont cultivées dans du milieu liquide 7H9 (Middlebrook) contenant de l’ADC et 
0,02% de Tween. Le tween permet de désagréger les bactéries et de suivre leur croissance par 
mesure de la densité optique à 595nm. La culture dure 15 jours et 1 mois pour que la récolte des ARN 
soit réalisée en milieu et en fin de phase de croissance exponentielle. Le jour de la récolte, les 
bactéries sont centrifugées. Le culot bactérien est re-suspendu dans 1,2ml de tampon RLT (kit Qiagen, 
Rneasy mini kit) contenant 1% de β-mercato-éthanol (βME). Les bactéries sont alors transférées dans 
un tube contenant 500µl de billes de verres 0,1 mm et lysées au « bead beater ». Le tube est alors 
centrifugé à 14000rpm et le surnageant récupéré. Le culot est lavé avec 500µl de tampon RLT-1% 
βME, centrifugé à nouveau. Les deux surnageants récupérés sont mélangés puis filtrés deux fois avec 
un filtre 0,2µm. Les ARN sont extraits en suivant le protocole du kit « Reansy mini » de Qiagen. Les 
ADN contaminants sont enlevés en utilisant la DNase1 (Ambion, Austin, TX, USA). Les ARN sont 
ensuite analysés au NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) afin d’évaluer leur qualité et leur 
concentration. 
A partir des ARN, des ADNc double brin sont synthétisés en utilisant des amorces aléatoires et 
le kit « cDNA SuperScript One-Cycle cDNA synthesis » (Invitrogen). Les ADNc sont marqués avec un 
marqueur Cy3 en utilisant une Cy3-dCTP et le kit « One-Color DNA labelling » (Roche NimbleGen, 
Madison, WI, USA).  
L’expression des gènes est analysée en utilisant un puce d’expression Roche Nimblegen 








III. Biologie cellulaire 
A. Culture cellulaire 
Les cellules HEK parentales (Invivogen) dérivent des cellules humaines HEK, elles sont 
transformées de manière stable par un plasmide rapporteur portant un gène codant pour une 
phosphatase alcaline sécrétée, mis sous le contrôle des régulateurs de transcription NF-ΚB et AP-1. 
Les lignées suivantes sont toutes issues de cette lignée parentale et ont été transformées pour 
surexprimer les protéines indiquées : TLR2TM (Invivogen), TLR2-CD14TM (invivogen), TLR4-CD14TM 
(Invivogen), TLR2-SRATM (Invivogen), TLR2-CD36, CD36. Les cellules Raw blueTM (Invivogen) sont issues 
de cellules murines Raw 264.7. Elles sont transfectées de manière stable par le plasmide rapporteur. 
Ces lignées sont cultivées en milieu Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM), 4,5g/l Glucose, L-
glutamine (Lonza), supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Lonza) décomplémenté et de 
Pénicilline-Streptomycine (50µg/ml) (PS, Gibco) à 37°C, sous atmosphère humide contenant 5% de 
CO2. Les lignées HEK sont maintenues en présence d’un cocktail d’antibiotiques de sélection 
commercialle (HEK SelectionTM, Invivogen) afin de conserver le système rapporteur SEAP. La lignée 
Raw est maintenue en présence de NormocinTM (Invivogen) et ZéocinTM (Invivogen). 
Les cellules THP-1 BlueTM (Invivogen) dérivent des cellules humaines THP-1, elles sont 
transfectées de manière stable par un plasmide rapporteur portant le gène codant pour une 
phosphatase alcaline sécrétée, mis sous le contrôle des régulateurs de transcription NF-κB et AP-1. 
Les cellules THP-1 DualTM (Invivogen) dérivent des cellules humaines THP-1, elles sont transfectées de 
manière stable par deux plasmides intégratifs : un portant un gène codant pour une phosphatase 
alcaline sécrétée, mis sous le contrôle des régulateurs de transcription NF-κB et AP-1 et l’autre un 
gène codant pour une luciférase sécrétée mise sous le contrôle du régulateur de transcription ISG50 
(régulation de l’interféron). Cette lignée permet de suivre de façon indépendante les deux voies de 
signalisation. Ces lignées sont cultivées en milieu RPMI, L-glutamine supplémenté avec 10% de SVF 
décomplémenté et de PS (50µg/ml) à 37°C, sous atmosphère humide contenant 5% de CO2. La lignée 
THP-1 blue est maintenue en présence de blasticidine, la lignée THP-1 dual en présence de ZéocinTM 
et de blasticidine. 
B. Induction et analyse de la réponse cellulaire 
1. Réactifs utilisés 
a) Agonistes 
Les lipoprotéines de la souche de M. tuberculosis GC1237 ont été purifiées selon le protocole 
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silice par le Dr. Martine Gilleron (IPBS). Les autres ligands sont des produits commerciaux distribués 
par la société Cayla-Invivogen : PAM3CSK4 , LPS EK, MDP, FSL-1. 
a) Composés inhibiteurs 
Les sulfolipides naturels, Ac2SGL et Ac4SGL (Figure 50), utilisés sont issus de purifications 
préalablement effectuées par Dr. Martine Gilleron (IPBS). Les sulfolipides de synthèse (SL-2C16 et SL-
27,3) ont été préalablement synthétisés par le Dr. Jacques Prandi (IPBS). La dipalmitine est un produit 
commercial distribué par Sigma. 
Le tréhalose sulfaté et la dipalmitine sulfatée ont été synthétisés à notre demande par 
Jacques Prandi à partir de tréhalose et de dipalmitine commerciaux. 
Les sulfolipides désulfatés ont été préparés par Alexiane Decout (IPBS) à partir des 
sulfolipides purifiés par le Dr. Martine Gilleron. 
La dipalmitine phosphaté a été fournie par le Dr. Jérome Nigou (IPBS). 
2. Protocole du criblage 
Les mutants de la banque sont cultivés pendant 3 semaines en plaque 96 puits dans du milieu 
7H9 et en présence de Tween afin d’éviter l’agrégation bactérienne. Le jour du test, la densité 
optique de chacun des puits est déterminée afin d’estimer la concentration bactérienne. Les 
différents mutants sont alors redistribués dans des plaques 384 puits à raison de 20µl de suspension 
bactérienne. Les cellules THP-1 sont alors ajoutées directement sur les bactéries à raison de 15000 
cellules par puits et un volume final de 50µl. Après une incubation 16 heures, la mesure de 
l’absorbance à 630 nm du milieu de culture cellulaire permet de mesurer l’activation de NF-κB. 
3. Test de validation du criblage 
Les cellules THP-1 BlueTM (Invivogen) sont distribuées en plaques 96 puits, à raison de 100 000 
cellules par puits dans 200µl de milieu HEK DetectionTM (Invivogen). Une gamme de dilution d’un 
ligand de référence, du Pam3CSK4 (Invivogen), est distribuée sur chaque plaque, 6 doses, dilution en 
série 10x, concentration maximale (1µg/ml). Les plaques sont alors amenées dans le laboratoire P3, 
afin d’y ajouter les bactéries. La concentration bactérienne étant connue, des dilutions sont réalisées 
pour chaque mutant pour infecter aux MOI suivantes : 100, 33, 10, 3, 1, 0.3. Le test est réalisé en 
duplicat pour chacune des conditions. Après incubation 12 heures, la phosphatase alcaline sécrétée a 
provoqué le changement de couleur du milieu HEK DetectionTM. La plaque est alors lue dans un 
lecteur de plaques (630 nm, Expert+ ASYS). 
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4. Test de validation de la sélection du mutant 62 
La concentration bactérienne étant connue, des dilutions sont réalisées pour infecter aux 
MOI suivants : 33, 10, 3, 1, 0,3, 0,1. Le test est réalisé en duplicat pour chacune des conditions. Une 
gamme de dilution d’un ligand de référence, du Pam3CSK4 (Invivogen), est distribuée dans chaque 
plaque : 6 doses, dilution en série 10x, concentration maximale (1µg/ml). Les cellules THP-1 DualTM 
(Invivogen) sont distribuées en plaques 96 puits, à raison de 100 000 cellules par puits dans du milieu 
RPMI (sans SVF, volume final 200µl). Après incubation pendant 16h, un échantillon de ces 
surnageants, 20µl, est directement utilisé pour réaliser une révélation avec du Quanti BlueTM 
(Invivogen). Le Quanti Blue est un milieu contenant un réactif chromogène réagissant avec la 
phophatase alcaline. Après une incubation à 37°C de 1 à 8h, le changement de couleur du milieu 
permet de mesurer la translocation des facteurs NF-κB et AP-1 dans le noyau et donc l’activation ou 
l’inhibition des cellules. Les surnageants restants ont été congelés afin de doser ultérieurement les 
cytokines sécrétées avec les KIT Elisa «Ready-Set-go!R» (Ebioscience). Les cellules sont récupérées 
pour analyser en cytométrie en flux les protéines de surface. 
5. Inhibition de l’activation cellulaire 
Ce test permet de comparer la capacité d’un composé à inhiber la réponse induite par des 
ligands de référence. L’EC50 des différents ligands utilisés a été déterminée préalablement en 
réalisant des doses réponses sur chacune des lignées. Le jour du test, une gamme de dilution des 
composés inhibiteurs est réalisée directement dans la plaque. La concentration en DMSO est fixée à 
0,3% dans tous les puits. Une dose de ligand, égale à l’EC50, est distribuée dans les puits. Les cellules, 
dont la concentration a été préalablement déterminée, sont alors distribuées dans les puits dans du 
milieu de culture RPMI ou DMEM selon le type cellulaire utilisé QSP 200µl. Le nombre de cellules par 
puits est : de 100 000 cellules pour les lignées THP-1 Dual, THP-1 Blue et Raw Blue ; de 50 000 pour 
les lignées HEK Parentale, TLR2, TLR2-CD14, TLR2 CD36, TLR2-SRA ; de 50 000 pour la lignée HEK 
TLR4. Après une incubation 12 heures et centrifugation, les surnageants sont stockés à -20°C pour 
réaliser des dosages de cytokines et les cellules sont récupérées pour réaliser des expériences de 
cytométrie en flux. Un échantillon de ces surnageants, 20µl, est directement utilisé pour réaliser une 
révélation avec du Quanti BlueTM (Invivogen).. Après une incubation à 37°C de 1 à 8h, le changement 
de couleur de milieu permet de mesurer la translocation des facteurs NF-κB et AP-1 dans le noyau et 
donc l’activation ou l’inhibition de cellules. Les cytokines contenues dans les surnageants ont été 




6. Analyse par cytométrie en flux 
a) Suivi de l’activation cellulaire 
Après une incubation 12 heures en présence de ligand et d’inhibiteur, les cellules sont 
récupérées et marquées avec des anticorps dirigés contre les protéines de surface CD40, CD86 et 
MHCII. Les anticorps utilisés sont couplés à : PE pour CD40 (Beckman Coulter, clone MAB89, dilué 
200x), et CD86 (Beckman Coulter, clone HA5.2B7, dilué 200x), FITC pour HLA-DR/DP (Santa Cruz, 
clone HL-38, dilué 200x). Le marquage se fait dans un tampon PBS, BSA 0,5% pendant vingt minutes à 
4°C. Les cellules marquées sont lavées puis analysées par cytométrie en flux sur un Facscalibur. 
b) Suivi de la liaison ligand-récepteur 
Les cellules sont distribuées en plaque 96 puits à raison de 300 000 cellules par puits, elles 
sont alors co-incubées en présence d’une dose de ligand marqué, PAM3CSK4-Rhodamine (Invivogen) 
et différentes doses d’inhibiteur, comme du sulfolipide 2C16. La co-incubation se fait à 4°C pendant 
vingt minutes. Les cellules sont alors lavées, mises au froid (4°C) puis analysées en cytométrie en flux 
sur un Fortessa. Toutes les étapes d’incubation et de lavage se font avec un tampon PBS, calcium, BSA 
0,5%.  
IV. Extraction des composés de l’enveloppe et analyses biochimiques 
A. Extraction des composés de l’enveloppe 
1. Extraction des lipides 
L’inactivation des voiles de bactéries (paragraphe I.B, p117) par le mélange 
chloroforme/méthanol 1:2 a réalisé dans le même temps une première extraction lipidique. Les 
bactéries sont donc centrifugées à 1000g et le surnageant est conservé dans un ballon. Les bactéries 
seront soumises à deux autres extractions chloroforme/méthanol 1 :1, 2h à 50°C. Les bactéries 
délipidées sont conservées pour subir d’autres extractions. Les surnageants sont transférés dans un 
ballon, évaporés à l’évaporateur rotatif et les extraits secs sont repris dans du chloroforme. Ils sont 
alors transférés dans une ampoule à décanter pour subir un lavage à l’eau. La phase organique sera 
récupérée dans un tube taré, séchée sous flux d’azote puis pesée. On obtient l’extrait lipidique brut. 
Cet extrait peut ensuite être repris dans du chloroforme, puis de l’acétone est ajouté pour 
obtenir un mélange chloroforme/acétone 1:10. Après 12 heures à 4°C, un précipité s’est formé. 
L’extrait est centrifugé, le surnageant (extrait acétone soluble) est séparé du précipité (extrait 








2. Extraction des lipoglycannes et lipoprotéines 
Les bactéries délipidées sont séchées sous cloche à vide puis soumises à une extraction 
éthanol/eau 1 :1 de 2h à 50°C. Les bactéries sont centrifugées à 1000g et le surnageant est conservé 
dans un ballon. Le culot est repris dans de l’eau puis soniqué dans la glace avec un sonicateur 
(Branson Sonifier 250) équipé d’une microsonde à puissance 5, 50% du cycle actif, 8 cycles de 30 
secondes avec 30 secondes de repos entre chaque cycle. Un volume équivalent d’éthanol est ajouté à 
la suspension bactérienne, les bactéries soumises à deux extractions éthanol/eau 1 :1 pendant 2h à 
50°C. Les surnageants sont alors regroupés dans le ballon pour être séchés sous flux d’azote. Les 
débris sont conservés pour extraire si besoin l’arabinogalactane et les acides mycoliques 
a) Purification des lipoprotéines 
Les extraits éthanol/eau secs sont repris dans de l’eau et vont subir une extraction au phénol 
hydraté. Les lipoprotéines migrent dans la phase phénolique alors que les lipoglycannes restent dans 
la phase aqueuse. Des protéines restent à l’interface eau/phénol. Les phases aqueuses et 
phénoliques sont récupérées séparément et sont dialysées contre de l’eau (seuil de coupure de la 
membrane de dialyse 6-8000 Da). La phase aqueuse contenant les lipoglycannes est conservée pour 
subir d’autres traitements. Dans la phase phénolique, le phénol est sorti du boudin de dialyse en se 
diluant dans l’eau et les lipoprotéines ont précipité dans le boudin. Elles sont ensuite récupérées puis 
congelées pour être lyophilisées. 
b) Purification des lipoglycannes 
La phase aqueuse contient des lipoglycannes, LM et LAM, mais également des contaminants 
tels que des glycanes, des protéines, de l’ADN et de l’ARN. Cet extrait est séché puis repris dans un 
tampon Tris-HCl (20mM, pH 7,4, 1mM MgCl2, 0,02% NaN3) afin d’être digéré pendant 18h à 37°C par 
la DNAse I et la RNAse A (10UIE/g). Le digestat est dialysé contre de l’eau (seuil de coupure 6-8000Da) 
afin d’éliminer les sels et les nucléotides résiduels. Le digestat est alors lyophilisé puis est repris dans 
un tampon phosphate (50nM, pH7.0, 0,02% NaN3). Il est ensuite digéré successivement par une α-
amylase, par les protéases de S. griseus, par l’α-chymotrypsine puis par de la trypsine pendant 12h à 
37°C pour chaque enzyme, selon un rapport enzyme/digestat de 2% (m/m). Enfin le digestat est 




Solutions Gel de concentration 5% (5ml) Gel de séparation 15% (5ml) 
H2O mQ 3,4 ml 1,2 ml 
Acyl bis-acrylamide 30% 0,86 ml 2,5 ml 
Tris HCl 1M pH 6.8 - 1,3 ml 
Tris HCl 1,5M pH 8.8 0,63 ml - 
SDS 10% 50 µl 50 µl 
APS 10% 50 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
 
Solutions Incubation (min) 
A Méthanol 50%, Acide trichloroacétique 12%, Chlorure de cuivre 2% 20 
B Ethanol 10%, Acide Acétique 5% 10 
C Acide périodique 0,7%, Ethanol 40%, Acide acétique 5% 10 
B Ethanol 10%, Acide acétique 5% 10 
D Ethanol 10% 10 
H2O 10 
E Nitrate d’argent 0,1% 10 
H2O 0,5 
F Carbonate de potassium 10% 1 
G Carbonate de potassium 2%, Formaldéhyde 0,01% Apparition des 
bandes 
B Ethanol 10%, Acide acétique 5% 2 
H2O Conservation 
Tableau 6 : Préparation et coloration d’un gel SDS Page 
  
Figure 51 : Réaction de dérivatisation des oses par l’APTS 
 (Guttman et al, 1996) 
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B. Analyse biochimique des lipoglycannes 
1. Analyse par gel SDS-PAGE 
 Le gel d’électrophorèse est constitué de deux zones. Une première zone de concentration à 
5% de polyacrylamide permet de focaliser les échantillons. La zone de séparation à 15% de 
polyacrylamide permet de séparer les composés selon leur taille. La composition des deux zones est 
décrite dans le Tableau 6a. La migration a lieu dans une cuve de migration remplie de tampon 
d’électrophorèse (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glycine 192 mM, SDS 0,1%). Les échantillons sont repris 
dans un tampon de charge (Tris-HCl10mM, pH 8.0, SDS 10%, glycérol 50%, bleu de bromophénol 
0.1%) et dénaturés 5 min à 100°C. Le gel est installé dans la cuve et les échantillons déposés dans les 
puits du gel. L’électrophorèse se déroule en deux temps, tout d’abord une tension de 20 volts est 
appliquée pendant 20 minutes, le temps que les échantillons migrent à travers la zone de 
concentration puis une tension de 160 volts pendant 90 minutes. Le gel est ensuite coloré au nitrate 
d’argent avec le protocole de coloration décrit dans le Tableau 6b. 
2. Analyse des sucres par électrophorèse capillaire 
Cette analyse peut se faire à partir d’un extrait de lipoglycanne purifié (paragraphe IV.A.2.b) 
p129) ou directement à partir de bactéries inactivées à la chaleur et soniquées. Les débris bactériens 
sont alors éliminés par centrifugation et le surnageant contenant les lipoglycannes est conservé. 
a) Dérivatisation APTS 
Un échantillon de 0,5 à 10µg d’extrait de lipoglycannes est soumis à une hydrolyse acide (TFA 
2N, 2h à 110°c, dans des microtubes Eppendorf « safe lock ». Le TFA, volatile, est évaporé et 
l’hydrolysat séché au speed-vac. Les monosaccharides réducteurs sont dérivatisés (Figure 51) par 
ajout de 0,3µl d’APTS 0,2M [303] dissous dans de l’acide acétique 15% dans l’eau, et 0,3µl de 
NaBH3CN 1M dissous dans du tétrahydrofurane. La dérivatisation se fait à 55°C pendant 90 minutes, 
elle est arrêtée par ajout de 20µl d’eau. Les échantillons sont conservés à -20°C. 
b) Analyse des oses par EC-LIF 
Les oses dérivatisés sont analysés par une électrophorèse capillaire Beckman Coulter, 
ProteomeLab PA800, couplée à un système de détection de fluorescence induite par laser (LIF). Ils 
sont injectés par l’application d’un vide de 0,5 psi pendant 5 secondes (6,5nl injectés) dans un 
capillaire de silice d’un diamètre interne de 50µm et d’une longueur efficace de 50cm. La séparation 
se fait en mode inverse dans un tampon acétate (acide acétique 1%, triéthylamine 15mM dans l’eau, 
pH 2,5) à 25°C et en appliquant une tension de 20kV aux bornes du capillaire. L’excitation/détection 
se fait avec un laser argon 4mW (Beckman) avec une longueur d’onde d’excitation de 488nm et un 
filtre d’émission à 520nm. 
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C. Analyse des lipides extractibles 
1. Analyse par spectrométrie de masse 
Les échantillons sont analysés par spectrométrie de masse avec le spectromètre 4700 
Protéomics Analyser (with TOF-TOF, Applied Biosystems) en mode réflectron. L’irradiation est 
réalisée avec un laser Nd:YAG (355nm) pulsé à une fréquence de 200Hz, 10 000 tirs laser sont 
effectués pour obtenir un spectre. Les analyses sont réalisées en mode négatif ou positif, en utilisant 
un voltage d’accélération de 20kV et un délai d’extraction de 20nsec. Un échantillon de 0,5µl d’extrait 
lipidique est déposé sur la cible et mélangé avec 0,5µl de matrice HABA (4-hydroxyazobenzen-
2carboxylic acid, Sigma) solubilisé dans un mélange éthanol/eau 1/1. Les spectres sont traités avec le 
logiciel Data explorer (Applied Biosystems)  
2. Analyse par TLC 
Un échantillon de 20µg (masse sèche) est déposé sur une plaque de silice (TLC alu Foils, avec 
indicateur fluorescent 254nm, Sigma-Aldrich). Le dépôt est laissé à sécher 5 minutes puis la plaque de 
silice est plongée dans une cuve de migration contenant préalablement le mélange de solvants 
organiques souhaité. Afin de focaliser le dépôt, après 1 à 2 minutes de migration, le solvant étant 
monté à environ ¼ de la hauteur totale de plaque, cette dernière est sortie de la cuve et séchée. Elle 
est plongée à nouveau dans la cuve jusqu’à ce que la migration arrive à son terme. La plaque sèche 
est révélée par pulvérisation d’un révélateur. Les révélateurs sont : l’anthrone (Sigma) 0,2% dans de 
l’acide sulfurique 95% ou le PMA (acide phosphomolybdique, Sigma Aldrich) 2% dans de l’éthanol 
pur. La révélation est catalysée par chauffage au décapeur thermique, elle se fait en deux temps, tout 
d’abord un chauffage léger pour permettre la réaction avec le révélateur. La plaque est alors scannée 
une première fois. Puis une deuxième chauffe plus intense est réalisée pour permettre la réaction 
entre les chaines lipidiques et les acides présents avec les révélateurs. La plaque est alors scannée 
une seconde fois. 
D. Fractionnement des extraits lipidiques 
Un échantillon de 20mg (masse sèche) d’extrait lipidique est repris dans du chloroforme/ 
méthanol 8:2 à 200mg/ml. L’échantillon est déposé sur une colonne de silice, puis cette dernière est 
séchée dans une cloche à vide pendant une heure. La colonne de silice pré-packée est une colonne 
Sep PakR (Classic, silica Cartridges, Waters). Une fois la colonne sèche, elle est chargée avec le solvant 
de départ. Chaque mélange du gradient de solvant est introduit dans la colonne à raison de 5 ml pour 
chaque mélange. Les fractions sont récupérées dans des tubes en verre tarés. Elles sont alors séchées 
puis pesées pour déterminer la masse de composés récupérés dans chaque fraction. Ces fractions 
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seront ensuite analysées par TLC ou spectrométrie de masse. Un échantillon de chaque fraction sera 
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 Le système immunitaire inné constitue la première ligne de défense contre les 
microorganismes. Il met en jeu des PRR qui reconnaissent des signatures moléculaires qui sont 
propres aux microorganismes, les MAMP. TLR2 joue un rôle majeur dans la détection des bactéries 
Gram positives. Il reconnaît des polymères macroamphiphiles de la paroi, tels que les lipoprotéines, 
les acides lipotéichoïques (LTA) et les lipoglycannes mycobactériens (cf. «Mécanisme de 
reconnaissance » p23). Ces MAMP ont une structure basée sur une ancre lipidique formée par une 
cystéine acylée, un diacylglycérol glycosylé ou un mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol, 
repectivement. Il existe chez les bactéries Gram positives une quatrième classe de polymères 
macroamphiphiles, des lipoglycannes dont la structure de l’ancre lipidique est basée, non pas sur une 
unité mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol comme chez les mycobactéries, mais sur une unité 
diacylglycérol glycosylée comme dans le LTA. Ces lipoglycannes atypiques sont produits par certaines 
Actinobactéries, telles que Micrococcus luteus [259, 260], Stomatococcus mucilaginosus [261] et 
Corynebacterium glutamicum [262]. 
Dans ces travaux nous montrons que ces lipoglycannes sont aussi reconnus par TLR2 et qu’ils 
stimulent la production des cytokines IL-8, TNF-α et IL-6, et l’expression de la protéine de surface co-
stimulatrice CD40 par la lignée monocytaire humaine THP-1. Cependant, ils diffèrent par le co-
récepteur de TLR2 requis pour leur activité et par l’intensité de la réponse immunitaire innée qu’ils 
induisent. Les lipoglycannes de M. luteus et de S. mucilaginosus sont reconnus par l’hétérodimère 
TLR2/TLR1 et induisent une réponse plus forte que les lipoglycannes de C. glutamicum qui sont 
reconnus par TLR2/TLR6. Ces résultats étendent le répertoire des MAMP reconnus par TLR2 et 
renforcent le paradigme selon lequel les composés bactériens basés sur une ancre lipidique à 
diacylglycérol glycosylé, tels que le LTA et les lipoglycannes, induisent une réponse immunitaire innée 
dépendante de TLR2.  
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Abstract
Innate immune recognition is the first line of host defense against invading microorganisms. It is a based on the detection,
by pattern recognition receptors (PRRs), of invariant molecular signatures that are unique to microorganisms. TLR2 is a PRR
that plays a major role in the detection of Gram-positive bacteria by recognizing cell envelope lipid-linked polymers, also
called macroamphiphiles, such as lipoproteins, lipoteichoic acids and mycobacterial lipoglycans. These microbe-associated
molecular patterns (MAMPs) display a structure based on a lipid anchor, being either an acylated cysteine, a glycosylated
diacylglycerol or a mannosyl-phosphatidylinositol respectively, and having in common a diacylglyceryl moiety. A fourth
class of macroamphiphile, namely lipoglycans, whose lipid anchor is made, as for lipoteichoic acids, of a glycosylated
diacylglycerol unit rather than a mannosyl-phosphatidylinositol, is found in Gram-positive bacteria and produced by certain
Actinobacteria, including Micrococcus luteus, Stomatococcus mucilaginosus and Corynebacterium glutamicum. We report here
that these alternative lipoglycans are also recognized by TLR2 and that they stimulate TLR2-dependant cytokine production,
including IL-8, TNF-a and IL-6, and cell surface co-stimulatory molecule CD40 expression by a human macrophage cell line.
However, they differ by their co-receptor requirement and the magnitude of the innate immune response they elicit. M.
luteus and S. mucilaginosus lipoglycans require TLR1 for recognition by TLR2 and induce stronger responses than C.
glutamicum lipoglycan, sensing of which by TLR2 is dependent on TLR6. These results expand the repertoire of MAMPs
recognized by TLR2 to lipoglycans based on a glycosylated diacylglycerol lipid anchor and reinforce the paradigm that
macroamphiphiles based on such an anchor, including lipoteichoic acids and alternative lipoglycans, induce TLR2-
dependant innate immune responses.
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Introduction
The innate immune system is genetically programmed to detect
molecular signatures of microbes via a limited number of germline-
encoded pattern recognition receptors (PRRs) [1,2,3,4,5,6]. The
signatures seen as foreign are structural motifs, referred to as
pathogen/microbe-associated molecular patterns (PAMPs/
MAMPs), which are unique to microorganisms and relatively
invariant in most microorganisms of a given class. The molecular
pattern recognized by PRRs is usually a small but conserved part
of a macromolecule of microbial origin, such as the lipid anchor in
bacterial macroamphiphiles, and which might be repeated such as
monomers in peptidoglycan or in nucleic acids [7,8].
Bacterial macroamphiphiles, i.e. cell envelope lipid-linked
polymers [9,10], namely Gram-negative bacterial lipopolysaccha-
ride (LPS), Gram-positive bacteria lipoteichoic acid (LTA),
lipoproteins and mycobacterial lipoglycans, evidently meet
PAMP/MAMP criteria and are well suited to innate immune
recognition. They are mostly recognized via their lipid anchor by a
family of PRRs, named Toll-like receptors (TLRs). TLR
extracellular domains, which have leucine-rich repeat modules,
adopt a horseshoe-like shape structure and are responsible for
PAMP/MAMP binding [11,12]. Their intracellular signalling
domains trigger innate immune responses through NF-kB-
dependent and IFN regulatory factor-dependant signalling path-
ways [1,2,3,4]. Lipoproteins, LTA and mycobacterial lipoglycans,
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based on a lipid anchor being either an acylated cysteine (a), a
glycosylated diacylglycerol (b) or a mannosyl-phosphatidylinositol
(c) respectively, and having in common a diacylglyceryl moiety
(Figure 1), are recognized by TLR2. The latter generally functions
as a heterodimer with either TLR1 or TLR6, which is involved in
discrimination of the acylation state of lipoproteins, its best
characterized agonists [13,14,15]. Structure/function relationship
studies, corroborated by the reports of the structures of several
TLR2-lipopeptide complexes determined by X-ray crystallogra-
phy, have established that the acylated cysteinyl moiety is the
structure recognized by the receptors and that triacylated
lipoproteins are preferentially recognized by the TLR2/TLR1
complex, whereas diacylated lipoproteins are recognized by the
TLR2/TLR6 complex [16,17]. In the crystal structure of a TLR1-
TLR2 heterodimer in complex with the model lipopeptide
Pam3CSK4 [16] (Figure 1), the triacylated lipopeptide appears
to form a bridge between TLR2 and TLR1 with the two ester-
bound fatty acyl chains of the S-diacylglyceryl moiety inserted
deep into a pocket in the hydrophobic core of TLR2, the third
amide-linked acyl chain occupying a hydrophobic channel at the
surface of TLR1 and the conserved polar head located at the
region of contact between the two receptors. Crystal structure of a
TLR2-TLR6-diacylated lipopeptide complex reveals that the
lipid-binding channel of TLR6 is blocked by two phenylalanines
that hamper the binding of any fatty acid chain [17]. Besides
lipoproteins, the majority of low G+C Gram-positive bacteria
(Firmicutes) produce LTA [10,18,19] that are composed of a lipid
anchor, made of a diacylglycerol (DAG) unit substituted by a di- or
tri-glycoside. In contrast, high G+C Gram-positive bacteria of the
suborders Corynebacterineae, including mycobacteria, and Pseudono-
cardineae do not produce LTA but rather lipoglycans, with
structures based on a multi-acylated mannosyl-phosphatidyl-myo-
inositol (MPI) anchor [10,19,20,21,22,23] (Figure 1). As described
for diacylated lipopeptides, heterodimerization of TLR2 with
TLR6 seems to be important for LTA recognition [24,25]. A
crystal structure of TLR2 in complex with Streptococcus pneumoniae
LTA showed that the two fatty acyl chains of the DAG unit are
inserted in the hydrophobic pocket of TLR2 [17]. Mycobacterial
tri- and tetra-acylated lipoglycans are instead recognized by the
TLR2-TLR1 heterodimer [26]. It is proposed, by analogy with
lipopeptides, that in the case of tri-acylated lipoglycans, both fatty
acids of the DAG unit are inserted in the hydrophobic pocket of
TLR2 while the third acyl chain esterfying the mannosyl unit of
the MPI anchor is inserted in the hydrophobic channel at the
surface of TLR1 [8].
A fourth class of macroamphiphiles, namely lipoglycans whose
lipid anchor is made, as for LTA, of a glycosylated DAG unit
rather than a MPI, is found in some Gram-positive Actinobacteria,
including Micrococcus luteus [27,28], Stomatococcus mucilaginosus [29]
and Corynebacterium glutamicum [30,31] (Figure 1b). Here, we report
Figure 1. Structure of the lipid anchor of bacterial macroamphiphiles. CgLM, Corynebacterium glutamicum lipomannan; DAG, diacylglycerol;
FSL-1, synthetic N-terminal part of lipopoprotein LP44 of Mycoplasma salivarum; MlLM, Micrococcus luteus lipomannan; MPI, mannosyl-phosphatidyl-
myo-inositol; MsLM, Mycobacterium smegmatis lipomannan; PGP, polyglycerolphosphate; SaLTA, Staphylococcus aureus lipoteichoic acid; The
available evidence [29] suggests the structure of Stomatococcus mucilaginosus lipomannan (SmLM) is very similar to that of MlLM.
doi:10.1371/journal.pone.0081593.g001
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that these alternative lipoglycans are also recognized by TLR2 and
that they stimulate TLR2-dependant cytokine production and cell
surface co-stimulatory molecule CD40 expression by a human
macrophage cell line. Our results expand the repertoire of
MAMPs recognized by TLR2 and reinforce the paradigm that
macroamphiphiles based on a glycosylated DAG anchor, such as
LTA and alternative lipoglycans, are ligands of TLR2.
Results
Lipoglycans based on a glycosylated DAG anchor (i.e. DAG-
based lipoglycans) were purified from M. luteus [27,28], C.
glutamicum [30] and S. mucilaginosus [29]. These lipoglycans are
lipomannans (LM) (Figure 1) and will be subsequently termed
MlLM, CgLM and SmLM respectively.
Signaling via TLR2
We first tested the ability of MlLM, CgLM and SmLM to
stimulate HEK293 cells stably transfected with human TLR2 and
CD14 genes and a NF-kB-inducible reporter system (HEK-TLR2
cells). The synthetic lipopeptides Pam3CSK4 and FSL-1, Mycobac-
terium smegmatis LM (MsLM) and Staphylococcus aureus LTA (SaLTA)
were used as reference ligands of TLR2 based on a lipid anchor
being either an acylated cysteine, a MPI or a glycosylated DAG
respectively (Figure 1). Interestingly, MlLM, SmLM and CgLM
each induced NF-kB activation in a dose-dependent fashion
(Figure 2A) and their activity was inhibited by an anti-TLR2
antibody (Figure 2B). However, the magnitude of activation varied
between the different ligands of TLR2. Synthetic lipopeptides
were the strongest agonists with an EC50 in the range of 1 ng/ml,
followed by MlLM and SmLM (EC50 , 10 ng/ml), MsLM (EC50
, 30 ng/ml) and finally SaLTA and CgLM (EC50 , 100 ng/ml).
TLR2 activation by MlLM, CgLM and SmLM was dependent
on the presence of a native acylated lipid anchor since they failed
to activate NF-kB upon deacylation (Figure 2C). This result is in
agreement with structure/function relationships studies and crystal
structures that previously revealed that fatty acids are critical for
lipopeptides, LTA and mycobacterial lipoglycans signaling via and
binding to TLR2 [7,8,16,17]. The requirement of TLR1 or TLR6
for recognition of MlLM, CgLM and SmLM by TLR2 was tested
using blocking antibodies. As expected for the reference ligands,
the activity of the triacylated Pam3CSK4 and MsLM was clearly
dependent on TLR1, whereas that of the diacylated FSL-1
lipopeptide and SaLTA was dependent on TLR6 (Figure 2B). The
TLR2-dependant activation of NF-kB by CgLM was strongly,
although not completely, inhibited by the anti-TLR6 antibody and
moderately inhibited by anti-TLR1 antibody. Surprisingly, activity
of diacylated MlLM and SmLM was almost completely inhibited
by anti-TLR1 but not anti-TLR6 antibodies (Figure 2B).
Activation of THP-1 human macrophage cell line
We then investigated the capacity of DAG-based lipoglycans to
activate the human THP-1 monocyte/macrophage cells, using a
cell line derivative that stably expresses a NF-kB-inducible
reporter system. MlLM, SmLM and CgLM induced NF-kB
activation in a dose-dependent fashion (Figure 3A) and their
activity was strongly inhibited by an anti-TLR2 antibody (Figure
3B). The magnitude of activation of the different macroamphi-
philes followed the hierarchy observed with HEK-TLR2 cells
(Figure 2A). Lipopeptides were the most stimulatory with an EC50
below 10 ng/ml, followed by the TLR2-TLR1 signaling lipogly-
cans SmLM, MsLM and MlLM (EC50 below 100 ng/ml), and
finally the TLR2-TLR6 signaling SaLTA and CgLM (EC50 above
300 ng/ml).
Activation of innate immunity ultimately regulates adaptive
immunity, most particularly via the production of cytokines and
the expression of co-stimulatory molecules by antigen-presenting
cells [1,2,3,4]. THP-1 cells being strong producers of IL-8 [32],
this cytokine was analyzed first. All the macroamphiphiles induced
a dose-dependent production of IL-8 (Figure 3C) that was almost
completely abrogated by an anti-TLR2 antibody (Figure 3D).
However, MlLM and SmLM were the most potent inducers,
except for synthetic lipopeptides, a plateau of around 10 ng/ml of
IL-8 being reached at a concentration of DAG-based lipoglycans
of 1 mg/ml. SaLTA and CgLM were much weaker inducers,
whereas MsLM showed an intermediate potency (Figure 3C).
Similar data were obtained with TNF-a (Figure 3E) and IL-6
(Figure 3G), although these cytokines were produced by THP-1
cells in lower amount. It is worth noting that a TNF-a production
plateau of around 100 pg/ml was reached for an MlLM or SmLM
concentration of 100 ng/ml only (Figure 3E). An 1 log increase in
concentration was required for MsLM to reach the same effect. A
2 log increase in concentration of SaLTA and CgLM led to a
production of TNF-a of around 10 pg/ml only. TNF-a (Figure
3F) and IL-6 (Figure 3H) production elicited by the different
stimuli was strongly and significantly inhibited by an anti-TLR2
antibody, except for SaLTA and CgLM (which induced insuffi-
cient amount of cytokines for accurate determination). These data
confirm the earlier observation that CgLM stimulated TNF-a
production by the human macrophage cell line THP-1 [31].
Finally, all the TLR2 ligands tested were able, at a concentra-
tion of 1 mg/ml, to induce the expression of the cell surface co-
stimulatory molecule CD40 but failed to induce MHCII (Figure
4). Again, DAG-based MlLM and SmLM were the most
stimulatory lipoglycans. SaLTA and CgLM were the least
stimulatory ligands whereas MsLM showed an intermediate
potency. Induction of CD40 expression by the different stimuli
was partially inhibited by an anti-TLR2 antibody (Figure 4).
Discussion
Bacterial cell wall macroamphiphiles are detected by the innate
immune system as foreign molecular signatures [8]. LPS is
recognized by TLR4-MD2 whereas lipoproteins, LTA, and
mycobacterial lipoglycans are recognized by TLR2-TLR1/
TLR6. Structure/function relationships studies and crystal struc-
tures have established that macroamphiphiles are mostly recog-
nized via their lipid anchor, most particularly through binding of
fatty acids into hydrophobic pockets of the receptors [12].
Lipoproteins, LTA, and mycobacterial lipoglycans display a
structure based on a lipid anchor consisting in an acylated
cysteine, a glycosylated DAG or a MPI respectively. Besides these
Figure 2. DAG-based lipoglycans are recognized by TLR2 in cooperation with TLR1 or TLR6. A, C) HEK-TLR2 cells were incubated with the
various stimuli at a concentration ranging from 0.1 to 1000 ng/ml. B) HEK-TLR2 cells were pre-incubated or not for 30 min at 37uC before stimuli
addition with various monoclonal antibodies: anti-TLR2 (5 mg/ml), anti-TLR1 (10 mg/ml), anti-TLR6 (10 mg/ml) or IgG1 isotype control (10 mg/ml). FSL-1
was tested at a concentration of 1 ng/ml, Pam3CSK4 and MsLM at 10 ng/ml, SmLM at 50 ng/ml, MlLM and SaLTA at 100 ng/ml and CgLM at 300 ng/
ml. In C, deacylated molecules (+) were prepared by treating native molecules (2) with 2M NH4OH for 2h at 110uC. NF-kB activation was determined
by reading OD at 630 nm. The results are mean 6 SD of triplicate wells and are representative of at least three separate experiments. ***, P,0.001.
Iso ctrl, isotype control, n.i., not induced.
doi:10.1371/journal.pone.0081593.g002
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last three classes of macroamphiphiles, a fourth one is found in
Gram-positive bacteria, namely lipoglycans whose lipid anchor is
made of a glycosylated DAG unit.
We report here that representatives of these alternative DAG-
based lipoglycans, MlLM, SmLM and CgLM, are also recognized
by TLR2 and that they stimulate TLR2-dependant cytokine
production, including IL-8, TNF-a and IL-6, and cell surface co-
stimulatory molecule CD40 expression by a human macrophage
cell line. However, they differ in their co-receptor requirement and
the magnitude of the innate immune response they elicit.
As expected for a diacylated molecule, recognition of CgLM by
TLR2 was mostly dependent on TLR6, although it was partially,
but significantly, inhibited by an anti-TLR1 antibody. More
surprisingly, MlLM and SmLM recognition was almost completely
dependent on TLR1. These results are in sharp contrast with the
paradigm of receptor usage as a function of the acylation pattern
since triacylated lipoproteins are preferentially recognized by the
TLR2/TLR1 complex, whereas diacylated lipoproteins are
recognized by the TLR2/TLR6 complex [13,14,15]. However,
it has been also previously described that in addition to the
acylation pattern, the nature of the amino acids of the peptidic
chain of lipopeptides can modulate the specificity of the
recognition by TLR2 heterodimers [33,34]. A similar phenome-
non seems to apply with DAG-based lipoglycans, where the
acylation pattern is not sufficient to dictate the TLR2 heterodimer
usage. The underlying molecular bases remain to be uncovered,
however these results further demonstrate that the pattern
recognized by the receptors is not strictly restricted to the lipid
moiety of lipopeptides or lipoglycans, but also involves in part the
hydrophilic moiety of these TLR2 agonists. We previously
established that the (a1R6)-mannopyranosyl backbone, which is
a highly conserved structural feature of MPI-based lipoglycans, is
an integral part of the pattern recognized by TLR2 [35]. Similarly,
the mannan chain is required for DAG-based lipoglycan activity
since DAG alone (dipalmitin) did not activate TLR2 (not shown).
Interestingly, SmLM and MlLM that induce signalling via
TLR2-TLR1 were much stronger activators than CgLM that
activates via TLR2-TLR6. Activity of SlLM and MlLM was even
higher than that of the MPI-based lipoglycan MsLM, which
contributes to the innate immune detection of M. smegmatis by
TLR2-TLR1 [32]. In contrast, CgLM activity was weaker and
similar to that of the TLR2-TLR6 agonist SaLTA. The weaker
activity of CgLM and SaLTA was not a result of a low expression
of TLR6 in THP-1 cells. Indeed, TLR6 expression was confirmed
by flow cytometry analysis (not shown). Moreover, the TLR2-
TLR6 ligand FSL-1 lipopeptide was highly stimulatory in these
cells. An interesting correlate of the difference in response to
CgLM compared to MlLM and SmLM is that the former has a
Figure 3. DAG-based lipoglycans stimulate TLR2-dependant NF-kB activation and IL-8, TNF-a and IL-6 production by human THP-1
monocyte/macrophage cell line. A) THP-1 cells were incubated with the various stimuli at a concentration ranging from 0.1 to 1000 ng/ml. C, E,
G) THP-1 cells were incubated with the various stimuli at a concentration ranging from 0.1 to 10 mg/ml. B, D, F, H) THP-1 cells were pre-incubated or
not for 30 min at 37uC with 10 mg/ml of anti-TLR2 or IgG1 isotype control antibodies and stimulated overnight with the different TLR2 ligands. FSL-1,
Pam3CSK4 FSL-1, MsLM, MlLM, SmLM were tested at a concentration of 1 mg/ml, SaLTA and CgLM at 10 mg/ml. In A and B, NF-kB activation was
determined by reading OD at 630 nm. In C to H, cytokines were assayed in the culture supernatant by sandwich ELISA. The results are mean6 SD of
triplicate wells and are representative of at least three separate experiments. 10x and 30x mean that the concentration of cytokine detected is
amplified 10 and 30 fold respectively. *, P,0.05; **, P,0.01; ***, P,0.001. n.i., not induced.
doi:10.1371/journal.pone.0081593.g003
Figure 4. DAG-based lipoglycans stimulate TLR2-dependant cell surface co-stimulatory molecule CD40 but not MHCII expression
by human THP-1 monocyte/macrophage cell line. THP-1 cells were pre-incubated or not for 30 min at 37uC with 10 mg/ml of anti-TLR2 or IgG1
isotype control antibodies and stimulated overnight with the different TLR2 ligands at a concentration of 1 mg/ml. CD40 (A) and MHC-II (B) expression
was monitored by flow cytometry. One representative experiment (from three repeats) is shown. n.i., not induced.
doi:10.1371/journal.pone.0081593.g004
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distinctive charged a-glucopyranosyluronic residue proximal to
the DAG anchor [30] rather than an uncharged mannosyl residue.
Kang et al. [17] reported a crystal structure of TLR2 in complex
with S. pneumoniae LTA, where the two fatty acyl chains of the
DAG unit are inserted in the hydrophobic pocket of TLR2.
Interestingly, although S. pneumoniae LTA was found by the authors
to bind TLR2 with high affinity, in contrast to lipopeptides, it did
not induce heterodimerization of the extracellular domains of
TLR2 and TLR6. Although requiring TLR6 for activity, CgLM,
similarly to S. pneumoniae LTA, may bind TLR6 with a weak
affinity, and this might be correlated to the lower pro-inflamma-
tory activity observed for LTA molecules [7] and CgLM as
compared to lipopeptides. Nevertheless, the low affinity for TLR6
is most probably partly compensated in physiological conditions by
the usage of soluble or membrane-anchored accessory receptors,
such as CD14, LBP or CD36, that increase the bioavailability of
the ligands [36,37,38]. As such, it is worth noting that cytokine
production elicited by the different stimuli was investigated in the
present study in non-differentiated THP-1 cells; in PMA-
differentiated THP-1 cells, SaLTA was found to induce much
higher concentrations of pro-inflammatory cytokines, although still
less than the Pam3CSK4 lipopeptide [39].
In conclusion, our results expand the repertoire of MAMPs
recognized by TLR2 to DAG-based lipoglycans and confirm the
major role played by this receptor in the detection of Gram-
positive bacteria [40]. Moreover, they reinforce the paradigm that
macroamphiphiles based on a glycosylated DAG lipid anchor,
such as LTA and alternative lipoglycans, induce TLR2-dependant
innate immune responses. Although the diacylglyceryl unit, which
is common to all the macroamphiphiles recognized by TLR2, is
also found in lipids of higher eukaryotes, its substitution by a
glycosylated polyglycerolphosphate chain in LTA, a (a1R6)-
mannopyranosyl chain in alternative lipoglycans, a (a1R6)-
mannopyranosyl chain linked to an acylated mannosyl-phosphoi-
nositol in mycobacterial lipoglycans or a cysteine in lipopeptides/
lipoproteins make the resulting molecules unique signatures of
bacteria.
Materials and Methods
Lipoglycan purification – TLR2 ligands
DAG-based lipoglycans were purified as previously described
from M. luteus (MlLM) [27,28], C. glutamicum (CgLM) [30] and S.
mucilaginosus (SmLM) [29]. MPI-based lipomannan was purified
from Mycobacterium smegmatis (MsLM) [26]. Pam3CSK4, FSL-1 and
SaLTA were purchased from InvivoGen. Lipoglycans, lipopep-
tides and LTA were deacylated by incubating with 2M NH4OH
for 2h at 110uC.
HEK-TLR2 experiments
The HEK-BlueTM-2 cell line (InvivoGen), a derivative of
HEK293 cells that stably expresses the human TLR2 and CD14
genes along with a NF-kB-inducible reporter system (secreted
alkaline phosphatase) was used according to the manufacturer’s
instruction. The different stimuli were added, at concentrations
indicated in the figure legends, in 96-wells plates and cells were
then distributed at 56104 cells per well in 200 ml DMEM culture
medium (Lonza). Alkaline phosphatase activity was measured after
18 h by mixing 20 ml of the culture supernatant and 180 ml of
Quanti-BlueTM, and reading O.D. at 630 nm. To investigate the
TLR dependence of stimuli activity, HEK-TLR2 cells were pre-
incubated for 30 min at 37uC, before stimuli addition, with various
antibodies: 5 mg/ml of monoclonal anti-TLR2 (clone T2.5,
InvivoGen) or 10 mg/ml monoclonal anti-TLR1 (Clone H2G2,
InvivoGen), monoclonal anti-TLR6 (Clone C5C8, InvivoGen) or
an IgG1 isotype control (eBioscience).
THP-1 experiments
THP-1-DualTM cells (Invivogen), derivatives of THP-1 mono-
cyte/macrophage human cells that stably express a NF-kB-
inducible reporter system (secreted alkaline phosphatase), were
used according to the manufacturer’s instruction. The different
stimuli were added, at concentrations indicated in the figure
legends, in 96-wells plates and cells were then distributed at 105
cells per well in 200 ml RPMI 1640 culture medium (Lonza). After
18 h, NF-kB activation was measured as described above and
cytokines were assayed in the culture supernatant by sandwich
ELISA using commercially available kits (eBioscience). To
investigate TLR2 dependence, cells were pre-incubated for 30
min at 37uC, before stimuli addition, with 10 mg/ml of anti-TLR2
monoclonal antibody (clone T2.5, InvivoGen) or isotype control
(IgG1, eBioscience). For monitoring CD40 and MHC-II expres-
sion, cells were harvested and resuspended in Dubelco’s PBS,
0.5% BSA and labelled with CD40-PE or MHC-II-FITC
conjugated antibody (Beckman Coulter). Cells were subjected to
flow cytometry analysis by using the CellQuest software on a flow
cytometer (FACSCalibur; Becton Dickinson).
Statistical analysis
Results are expressed as a mean 6 SD and were analyzed using
One-way analysis of variance followed by Tukey test to determine
significant differences between samples.
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Abstract 
Mycobacterium tuberculosis (M. tb) detection by innate immune system involves different receptors called, Pattern 
Recognition Receptors (PRRs), which include: Toll-like receptors (TLR1, 2, 4, 8 and 9), NOD2, and C-type lectins such as the 
mannose receptor (MR) or DC-SIGN. The concerted action of these receptors results in the phagocytosis of mycobacteria and 
activation of intracellular signaling pathways, leading to nuclear translocation of transcription factors (such as NF-B and AP -1) 
inducing genes expression and regulation of cytokines and chemokines. However, M. tb is also able to inhibit the innate immune 
response, most particularly the inflammatory response, thus promoting its survival in infected macrophages.  
In this context, my work was aimed at deciphering the mechanisms used by M. tb to inhibit the innate immune 
response, by focusing on immunomodulatory (glyco)lipids of the bacilli envelope. The strategy consisted in screening a library of 
about 11,000 transposition mutants of M. tb on a human THP-1 macrophage cell line expressing a reporter system for NF-B 
activation. This cell line expresses most of the PRRs involved in the detection of M. tb: TLR2, 4, 9, mannose receptor, DC-SIGN, 
Mincle, NOD2. After the screening and validation steps, a mutant disrupted in the mmpL8 gene was selected for further study 
because: i) it induced an increased NF-B activation as compared to the wild-type strain and was thus likely to be affected in an 
inhibition mechanism used by M. tb, and ii) it was altered for the biosynthesis of M. tb specific glycolipids, namely sulfolipids, 
which suspected to be involved in the bacilli virulence. We investigated by which molecular and cellular mechanisms sulfolipids 
were able to inhibit the innate immune response. By performing the structures/activities relationships study of sulfolipids 
inhibitory properties and using different cell models, we were able to show that sulfolipids act as TLR2 antagonists, thereby 
inhibiting the signaling pathways associated to this receptor. In conclusion, we highlighted a new inhibitory mechanism of innate 
immune response, involving M. tb mycobacterial sulfolipids and TLR2. 
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Resume 
La détection de Mycobacterium tuberculosis (M. tb) par le système immunitaire inné fait intervenir différents 
récepteurs appelés «Pattern Recognition Receptor » (PRR), parmi lesquels on trouve des récepteurs «Toll-like» (TLR1, 2, 4, 8 et 
9), NOD2, ainsi que des lectines de type C, telles que le Récepteur au Mannose (RM) et DC-SIGN. L’action concertée de ces 
récepteurs se traduit d’une part, par la phagocytose des mycobactéries, et d'autre part, par l’activation de voies de signalisation 
intracellulaires, aboutissant à la translocation de facteurs de transcription nucléaires (notamment NF-B et AP-1) et à 
l’expression et la régulation de gènes codant pour des cytokines et des chimiokines. Cependant, M. tb est capable d’inhiber la 
réponse immune innée, notamment la réponse inflammatoire, favorisant ainsi sa survie dans les macrophages infectés. 
Dans ce contexte, mes travaux ont consisté à explorer les mécanismes moléculaires utilisés par le bacille pour inhiber la 
réponse immune innée, en me focalisant plus particulièrement sur les composés immunomodulateurs de nature (glyco)lipidique 
de l’enveloppe. La stratégie a consisté à cribler une banque d’environ 11 000 mutants de transposition de M. tb sur la lignée 
macrophagique humaine THP-1 exprimant un système rapporteur de l’activation de NF-B. Cette lignée exprime la plupart des 
PRRs impliqués dans la détection de M. tb: TLR2, 4, 9, Récepteur au Mannose, DC-SIGN, Mincle, NOD2. A l’issue de ce criblage et 
des étapes de validation, un mutant, dont le gène mmpL8 est interrompu, a été sélectionné pour une étude approfondie car : i) il 
induit une activation de NF-B supérieure à la souche sauvage et est donc susceptible d’être affecté dans un mécanisme 
d’inhibition utilisé par M. tb, et ii) il est altéré pour la biosynthèse de glycolipides spécifiques de M. tb, les sulfolipides, composés 
suspectés d’être impliqués dans la virulence du bacille. Nous nous sommes attachés à déterminer par quels mécanismes 
moléculaires et cellulaires les sulfolipides sont capables d’exercer cette inhibition. Une étude des relations structures/fonctions 
des sulfolipides pour leurs propriétés inhibitrices et l’utilisation de différents modèles cellulaires, nous ont permis de montrer 
que les sulfolipides agissent comme antagonistes de TLR2, inhibant ainsi les voies de signalisation associées à ce récepteur. Nous 
avons ainsi pu mettre en évidence un nouveau mécanisme d’inhibition de la réponse cellulaire par M. tb impliquant les 
sulfolipides mycobactériens et le récepteur TLR2. 
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